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Kronične vnetne črevesne bolezni so večfaktorska, doživljenjska obolenja, ki jih zaznamuje 
kronični vnetni proces v črevesju. Med najpomembnejši spadata Crohnova bolezen in 
ulcerozni kolitis. Zdravljenje temelji na uporabi različnih kombinacij zdravil, med drugim so 
v primeru neuspeha standardne terapije v uporabi biološka zdravila, predvsem zaviralci 
dejavnika tumorske nekroze alfa, kamor spada infliksimab. Proti biološkim zdravilom, kot je 
infliksimab, lahko začne bolnikov organizem proizvajati specifična protitelesa, kar povzroči 
zmanjšan odziv na zdravljenje in reaktivacijo bolezni oz. prekinitev stanja remisije. Določanje 
teh protiteles v krvi bolnikov (še) ni univerzalno vpeljano v rutino, kljub temu da je velikega 
pomena pri odločanju o nadaljnem zdravljenju. Klasične metode (npr. premostitvena ELISA), 
ki se uporabljajo za njihovo določanje, pa imajo to pomanjkljivost, da protiteles proti zdravilu 
ob sočasni prisotnosti zdravila v krvi ne zaznajo.  
 
Naš namen je bil optimizirati deplecijsko premostitveno ELISA metodo s predhodno kislinsko 
ločbo, prvotno objavljeno v strokovnem članku raziskovalne ekipe iz Belgije, pri kateri 
infliksimab v serumu bolnika ne moti detekcije specifičnih protiteles proti infliksimabu, ter 
nadaljnje testiranje optimizirane metode na vzorcih bolnikov s kronično vnetno črevesno 
boleznijo, zdravljenimi z infliksimabom. Predpostavili smo, da bomo z optimizacijo omenjene 
metode lahko v vzorcih z višjimi koncentracijami infliksimaba zaznali tudi protitelesa proti 
infliksimabu, ki so bila pred ločbo vezana v imunske komplekse z infliksimabom. Z uporabo 
predpripravljenih vzorcev smo ovrednotili uspešnost deplecije infliksimaba ter uspešnost 
detekcije protiteles proti infliksimabu ob prisotnosti infliksimaba v serumu. Z optimizirano 
metodo pri testiranih 42 kliničnih vzorcih protiteles proti infliksimabu sicer nismo zaznali, 
smo pa pri predpripravljenih vzorcih pokazali, da lahko v vzorcu zaznamo protitelesa proti 
infliksimabu že pri višji koncentraciji infliksimaba v vzorcu, kot je to uspelo belgijskim 
raziskovalcem. Z nadaljnjimi modifikacijami, longitudinalnim spremljanjem in dobljenimi 
pozitivnimi rezultati po analizah bi metoda imela dober potencial za vpeljavo v klinično 
rutino glede na to, da si želimo pri zdravljenju kroničnih vnetnih črevesnih bolezni v 
prihodnosti predvsem pospešiti proces zgodnjega prepoznavanja neuspešnosti zdravljenja ter 
posledično izboljšati prognozo bolezni. 
 
Ključne besede: kronična vnetna črevesna bolezen, dejavnik tumorske nekroze alfa, 




Inflammatory bowel diseases are a multifactorial, lifetime ailments, characterized by a 
chronic intestinal inflammation. The two most notable diseases are Crohn's disease and 
ulcerative colitis. Treatment is based on a combination of different types of medicine, and – in 
the case of standard therapy failure – it includes biological drugs such as tumor necrosis factor 
alpha inhibitors, for instance infliximab. The patient can start to produce anti-infliximab 
antibodies, which leads to a lower drug response and a possible reactivation of the disease that 
was already in remission. Determining these antibodies in the patients' blood is not 
universally routinely practiced (yet), but it is nevertheless of great importance in deciding 
how to pursue with the treatment. The main issue with commonly used assays (e.g. bridging 
ELISA) for determining these antibodies is that they lack the ability to detect them in the 
presence of drug. 
 
Our main purpose was to optimize a bridging enzyme-linked immunosorbent assay with an 
acidic pre-treatment protocol as an efficient, drug tolerant anti-infliximab antibody detection 
method, previously studied by a Belgian research group, and to test this optimized method on 
a cohort of samples of patients with inflammatory bowel disease, treated with infliximab. We 
assumed that after optimising this method we would also be able to detect antibodies against 
infliximab, previously bound in immune complexes with infliximab, in samples with higher 
concentrations of infliximab. We optimized the already published method by evaluating the 
success of the infliximab depletion in the pre-treatment samples and the success of the drug 
tolerant anti-ifliximab antibody detection. Even though we did not detect anti-infliximab 
antibodies in any of the 42 patients' samples with the optimized method, we did howewer 
prove that we could detect anti-infliximab antibodies at a higher primary infliximab sample 
concentration than the Belgian research group could. Following new modifications, 
longitudinal monitoring and receiving positive results after testing, this method could have 
potential for getting inducted into routine clinical practice, considering that the medical 
community aims to improve the process of early detection of unsuccesful treatment and 
improve the patient's prognosis in the future. 
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ADA  protitelesa proti zdravilu (ang. anti-drug antibody) 
Anti-IFX    specifično protitelo proti infliksimabu  
APC           antigen predstavitvene celice 
BZ              biološko zdravilo 
CB   Crohnova bolezen  
CRP      C-reaktivni protein 
ELISA   encimsko imunski test na trdnem nosilcu 
bELISA premostitvena ELISA (ang. bridging ELISA) 
HRP   hrenova peroksidaza  
IFX   monoklonsko protitelo infliksimab 
Ig   imunoglobulin 
IFN            interferon 
IL   interlevkin 
KVČB   kronična vnetna črevesna bolezen 
MA-IFX   standardizirano monoklonsko protitelo proti infliksimabu  
UK   ulcerozni kolitis 
TDM   terapevtsko spremljanje koncentracije zdravil (ang. therapeutic drug monitoring) 








1.1 KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI 
Kronične vnetne črevesne bolezni (KVČB) so večfaktorska, doživljenjska obolenja, ki jih 
zaznamuje kronični vnetni proces v črevesju. Med najpomembnejši KVČB spadata Crohnova 
bolezen (CB) in ulcerozni kolitis (UK). Njihova patofiziologija se razlikuje po tem, kateri del 
gastrointestinalnega trakta bolezen prizadane ter kako globoko prodre vnetni proces v steno 
črevesja. Področje teh bolezni še vedno ni dodobra raziskano, sam pojav bolezni pa je odvisen 
predvsem od genetskih dejavnikov in dejavnikov okolja, ki modulirajo vnetne poti ter sestave 
mikrobiote posameznika. Med okoljske dejavnike se uvrščajo kajenje, uporaba določenih 
zdravil (npr. peroralni kontraceptivi), prehranjevalne navade, predhodne bolezni, okužbe itd. 
Tako za CB kot za UK obolevajo vedno mlajši bolniki, zaradi česar je želja po boljšem 
razumevanju teh bolezni vedno večja (1, 2). 
 
Pri CB lahko vnetje prizadene kateri koli del gastrointestinalnega trakta, od ust do zadnjika, 
vendar sta to najpogosteje končni del tankega črevesa (terminalni ileum) in debelo črevo. 
Pojavi se značilna segmentacija vnetnega procesa, t.j. da vnetemu delu črevesa sledi predel 
brez vnetja, temu pa ponovno vnet del. Značilen je nastanek ulcerjev, fistul, stenoze in 
črevesnih granulomov ter izmenjujoča se obdobja remisije in aktivne bolezni. Pri UK pa se 
vnetni proces začne v danki in se zvezno širi proksimalno v različno dolgih odsekih. Omejen 
je lahko na danko (ulcerativni proktitis), levi del debelega črevesa ali pa zajame celoten kolon 
(pankolitis) (3, 4, 5). 
 
Za imunsko karakteristiko KVČB so značilni abnormalni odzivi prirojenega in pridobljenega 
imunskega sistema. Uravnovešeno delovanje efektorskih imunskih celic (med drugim 
limfocitov T vrste CD4+ oz. celic pomagalk - Th1, Th2, Th17, ter citotoksičnih limfocitov T 
vrste CD8+ oz. celic ubijalk) ter nasprotno delujočih, zaviralnih imunskih celic (regulatorni 
limfociti T - Treg, antigen predstavitvene celice - APC,...) je ključno za zdravje posameznika. 
Če se to ravnovesje poruši, lahko pride do avtoimunskih bolezni, rakavih obolenj ipd. V 
periferni krvi bolnikov s KVČB se poviša število celic Th17 ter zmanjša število celic Treg, 
kar nakazuje na pomembno vlogo razmerja teh celic pri razvoju in vzdrževanju kroničnega 
vnetja. Kronično vnetje nadalje vzdržujejo na mestu vnetja imunske celice, kot so tkivni 
makrofagi in monociti. Pokazatelj aktivne KVČB je poudarjena infiltracija prirojenih 
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imunskih celic (nevtrofilci, makrofagi, dendritične celice, naravne celice ubijalke) in 
pridobljenih imunskih celic (limfociti B in T) v črevesno sluznico oz. lamino proprio. 
Črevesna lamina propria vsebuje kompleksno populacijo imunskih celic, ki skrbijo za 
ravnovesje med imunsko toleranco ter potrebo po obrambi pred patogeni. Aktivirane 
dendritične celice proizvajajo velike količine vnetnih citokinov, med drugim interlevkina 12 
(IL-12) in dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-α). Povečano število teh imunskih celic pa 
posledično dvigne tudi raven IL-1β, interferona-γ (IFN-γ) ter citokinov vnetne poti IL-
13/Th17 (1, 2, 6).   
 
Klinične značilnosti KVČB so med drugim hemoragična diareja, bolečina v abdominalnem 
predelu, rektalna bolečina (tenesmus), anoreksija ter izguba telesne teže. Simptomi so lahko 
blagi do hudi, slednji predvsem pri tistih, ki se ne odzivajo na zdravljenje. Pri teh je ponavadi 
potrebno kirurško zdravljenje (npr. resekcija črevesja). Etiopatologija še do danes ni povsem 
jasna, vendar domnevajo, da so bolezni najbolj podvrženi tisti z genetsko predispozicijo, ki so 
naknadno izpostavljeni še okoljskim dejavnikom. Do danes so že odkrili, da so za KVČB 
značilni nepopolna izraznost genov, genetska raznolikost in številni genski lokusi, ki so že 
dokazano bolj dovzetni za KVČB; tako imamo na kromosomih 6, 14 in 16 lokus za CB, na 
kromosomu 13 za UK ter na kromosomu 3 za vse vrste KVČB. Raziskave so še vedno v teku, 
ker je splošno zelo malo znano o etiologiji KVČB, osredotočajo pa se med drugim še na gene 
za HLA imunohistokompatibilni kompleks, TNF-α ter na antagonista receptorja IL-1. Do 
sedaj so že odkrili enega izmed genskih polimorfizmov, za katerega je dokazana jasna 
povezava s CB – poimenovali so ga CARDI15/NOD2 (1, 7). 
 
Pojavnost ter prevalenca KVČB naraščata tudi v državah v razvoju, zato se te bolezni vedno 
bolj smatrajo za potencialno globalne. Še vedno pa ostajajo najbolj prizadete mlajše 
populacije v industrijskih, urbaniziranih okoljih. Prevalenca KVČB je najvišja med 20. in 30. 
letom starosti – takrat doseže prvi vrh, drugi vrh pa doseže v starostni skupini 60 do 70 let. 
KVČB povezujejo tudi s povečano možnostjo za kolorektalno rakavo obolenje, posebej po 
osmih do desetih  letih aktivne bolezni. Zaradi heterogene narave bolezni in pomanjkanja 
splošnega konsenza medicinskega kadra glede zdravljenja je skrb za bolnike s KVČB 
zahtevna. Zahteve teh bolnikov so visoke, ker je bolezen potrebno konstantno nadzirati in 
spremljati uspešnost terapije, da se le-ta lahko ohranja v globoki remisiji in da bolnik ne 
izkazuje več simptomov. Zdravljenje je doživljenjsko in drago (2, 8).   
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1.1.1 Diagnostika in zdravljenje 
Diagnoza KVČB se postavi na osnovi kliničnih znakov ter rezultatov endoskopije ter 
histopatoloških preiskav. Laboratorijske abnormalnosti, kot so anemija, hipoalbuminemija in 
povišana hitrost sedimentacije eritrocitov, koncentracije C-reaktivnega proteina (CRP) ter 
koncentracije fekalnega kalprotektina sicer pripomorejo k postavitvi diagnoze, vendar niso 
specifične za KVČB in so pri (do) 50 % bolnikov v času diagnosticiranja še znotraj 
referenčnih intervalov (9, 10). 
 
Fluoroskopija, računalniška tomografija ali magnetna resonanca gastrointestinalnega trakta ter 
endoskopija so ključnega pomena pri določanju aktivnih vnetnih področij in posledičnem 
razlikovanju med CB ter UK (10). 
 
KVČB niso ozdravljive, namen zdravljenja pa je lajšanje simptomov oz. zatiranje vnetnega 
procesa do pojava t.i. globoke remisije bolezni. Zdravimo jih z zdravili in dietno prehrano, v 
najbolj kritičnih primerih pa tudi kirurško. Vrsta in potek zdravljenja ter izbira zdravil je 
odvisna tako od aktivnosti kot tudi od lokalizacije (pri CB) oziroma razširjenosti bolezni (pri 
UK) (4, 10). 
 
Standardno zdravljenje vključuje 5-aminosalicilate, kortikosteroide in imunosupresive (6-
merkaptopurin, azatioprin, metotreksat). Možna sta dva načina zdravljenja – bolnike z boljšo 
prognozo bolezni se običajno zdravi po osnovni shemi, s t.i. »step-up« pristopom oziroma 
stopenjskim zdravljenjem, pri katerem blažjemu protivnetnemu zdravilu (npr. 5-
aminosalicilatom), ki ni bilo učinkovito, dodamo bolj agresivna zdravila (npr. biološka 
zdravila - BZ). Za bolnike z dejavniki tveganja za hudo vnetje ali neugoden potek bolezni pa 
se priporoča pospešeni, t.i. »top-down« pristop, pri katerem že na začetku zdravljenja 
uporabimo agresivnejša (in učinkovitejša) zdravila, kot so npr. BZ. Pri bolnikih z najslabšo 
prognozo, torej pri tistih, ki niso odzivni na zdravljenje ali pa imajo že preveč napredovano 
bolezen z življenjsko ogrožujočimi (toksični kolitis ali perforacija črevesja) ali lokalnimi 
zapleti (zožanje lumna črevesa, fistule, abscesi), je potreben kirurški pristop zdravljenja (npr. 
resekcija črevesja). Sicer sta za zdravljenje CB v Sloveniji dostopni dve BZ. Obe delujeta kot 
zaviralca TNF-α; to sta infliksimab (IFX) in adalimumab, za zdravljenje UK pa je na voljo še 





1.1.2 Smernice za prihodnost 
Dolgoletne študije so pokazale, da se lahko kljub dolgotrajnim remisijam še vedno občasno 
pojavijo simptomi bolezni, ki kažejo na reaktivacijo vnetnega procesa. Potencialen razvoj 
zdravila bo verjetno temeljil na dokazanem etiološkem vzroku pojava bolezni ter njeni 
patogenezi. Do sedaj se je zdravljenje osredotočalo na odstranjevanje dejavnikov tveganja, 
kot so kajenje in nepravilna prehrana, ter na odpravljanje bolezenskih simptomov. Remisija 
bolezni je v primeru KVČB definirana kot izboljšanje stanja črevesne sluznice, t.i. »mukozna 
ozdravitev«. Globoka remisija pa je še bolj dolgoročen cilj, ki si ga prizadevajo doseči pri 
zdravljenju bolnikov s KVČB, kljub temu da dolgoletne terapije z omenjenimi zdravili 
predstavljajo veliko tveganje za pojav drugih zdravstvenih težav (11).  
 
Skupna cilja pri zdravljenju KVČB ostajata popoln nadzor nad boleznijo ter prekinitev 
njenega napredovanja. Ključni terapevtski cilji danes niso več le tarčno odpravljanje kliničnih 
simptomov, temveč vključujejo normalizacijo laboratorijskih vrednosti vnetnih označevalcev, 
kot je npr. CRP (biološka remisija), ozdravitev črevesne sluznice (endoskopska remisija), 
hkrati pa izključujejo kortikosteroide in posledično njihove neželene učinke (klinična 
remisija) iz terapije. Najpomembnejši izmed teh ciljev je izboljšanje stanja črevesne sluznice, 
kar močno izboljša kakovost življenja bolnikov in samo prognozo bolezni. Več študij 
(povzeto v 12) je predlagalo, da bolj agresivna začetna terapija pripomore k boljšemu 
kliničnemu izidu in poveča verjetnost ozdravitve sluznice. Bolniki s CB, ki so jih že zgodaj 
začeli zdraviti z IFX in azatioprinom, so imeli boljše možnosti za doseg klinične ter 
endoskopske remisije kot tisti, ki so bili zdravljeni najprej s kortikosteroidi, šele potem z 
azatioprinom in IFX. Več manjših študij je predlagalo tudi profilaktično uporabo BZ, 
specifično zaviralcev TNF-α, po operacijah namesto antibiotikov in imunomodulatorjev, da bi 
se preprečil povratek bolezni. Problem pa še vedno ostajajo dolgoročni neželeni učinki BZ 
(12).  
 
Ker se biološka terapija za bolnike s KVČB določi na osnovi ocene tveganja za vsakega 
posameznega bolnika in optimizira tekom celotnega zdravljenja, spremljanje koncentracije 
zdravil (TDM) za čimvečjo učinkovitost uporabljenih zdravil predstavlja pomemben del 
optimizacije zdravljenja, saj na razpolago ni dovolj BZ, obenem pa so predraga in zahtevna za 
izdelavo. Sicer so danes za zdravljenje KVČB, poleg omenjenih BZ, že na voljo tudi biološko 
podobna zdravila, to so BZ, ki so po učinkovitosti, varnosti, kakovosti in odmerjanju 
primerljiva z originatorskimi BZ. Originatorsko zdravilo in njegovo biološko podobno 
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zdravilo nista identični molekuli, ker je v praksi nemogoče pripraviti povsem enake biološke 
učinkovine. Biološko podobna zdravila se lahko tržijo po preteku ekskluzivne pravice 
originatorja BZ do trženja originatorskega zdravila (t.i. patentne zaščite), proizvajajo pa se 
lahko prej predvsem za namen raziskav. So cenejša ter lažje dostopna za bolnike. Primer 
biološko podobnega zdravila za zdravljenje KVČB je Remsima™, ki je prvo biološko 
podobno monoklonsko protitelo odobreno s strani Evropske agencije za zdravila  ter 
Ameriške agencije za hrano in zdravila. Pred kratkim so za zdravljenje CB in UK odobrili 
novo BZ, monoklonsko protitelo vedolizumab, usmerjeno proti delovanju integrina α4β7 , v 
procesu kliničnega testiranja pa so še druga potencialna BZ za KVČB, med drugim zaviralci 
Janus kinaze (JAK zaviralci) – predstavnika sta npr. tofacitinib ter ustekinimab (12, 13, 14). 
 
Spreminjanje mikrobioma pri posamezniku bi lahko bil bolj fiziološki in trajni pristop k 
zdravljenju KVČB kakor tarčno zaviranje efektorskega imunskega odziva. Alternativni 
fiziološki pristopi za spodbujanje aktivnosti celic Treg, obnavljanje funkcije črevesne 
mukozne bariere ter odpravljanje antigenskega delovanja bodo v prihodnosti vedno večjega 
pomena za vzdrževanje globoke remisije. Poleg genetskega testiranja za opredelitev KVČB, 
njeno prognozo in izbiro zdravljenja bo pomembno tudi prepoznavanje ostalih bioloških 
označevalcev, povezanih z različnimi biološkimi procesi, ki so posledica aktivnega vnetnega 
procesa zaradi KVČB (12). 
 
1.2 CITOKINI  
Citokini so majhni, pleiotropni, biološko aktivni polipeptidi. Za njihov nastanek so odgovorne 
celice prirojene in pridobljene imunosti, kasneje pa sami določajo tip lokalnega imunskega 
odziva celic (ali bo ta protivneten ali vneten). Sodelujejo tako pri akutnih kot kroničnih 
vnetjih. Pri slednjih so najpomembnejši IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13 in 
transformirajoči rastni dejavnik beta (TGF-β). Ti citokini sodelujejo pri protitelesnem 
(humoralnem) imunskem odzivu. IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, IL-18, IL-
23, IFN, dejavnik, ki inducira IFN-γ (IGIF), TGF-β ter TNF-α in TNF-β pa spodbujajo 
celične imunske odzive. Njihovi učinki so lahko antagonistični, aditivni ali sinergični, lokalni 
ali sistemski, funkcijsko povsem enaki ali različni. Delovati začnejo po visoko-afinitetni 
vezavi na receptorje na površini tarčnih celic. Vpleteni so v številne različne bolezni, zato so 




Črevesno vnetje pri KVČB nadzorujejo kompleksni mehanizmi prirojenega in pridobljenega 
imunskega sistema. Citokini so ključni signali v imunskem sistemu črevesja, saj olajšajo 
komunikacijo med celicami, pospešujejo proliferacijo antigen-specifičnih efektorskih celic ter 
posredujejo lokalno in sistemsko vnetje po avtokrini, parakrini ter endrokrini poti (16). 
 
V razvoju KVČB igrajo ključno vlogo pri aktivaciji in diferenciaciji celic T (Th1, Th2, Treg, 
Th17), ki v nadaljevanju aktivirajo pridobljeni imunski odziv. Značilno je neravnovesje 
limfocitov T – v aktiviranem stanju pride do količinskega neravnovesja med celicami Treg, ki 
skrbijo za imunsko toleranco, ter populacijo celic Th1, Th2 in Th17, ki so odgovorne za 
efektorski odziv imunskega sistema. Pomanjkanje primerne regulacije s strani celic T tako še 
bolj pospeši razvoj in napredovanje KVČB (1, 15, 16). 
 
Poleg celic Th1, Th2, Th17 in Treg ter njihovih citokinskih produktov igrajo pomembno in 
kompleksno vlogo v razvoju KVČB tudi APC (dendritične celice in makrofagi). Aktivirane 
dendritične celice in makrofagi izločajo več citokinov, ki aktivno regulirajo vnetni odziv pri 
CB in UK. Te celične interakcije so modulirane s strani ''tradicionalnih'' citokinov (TNF-α, 
IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-4, IL-5, IL10, TGF-β) in drugih, nedavno odkritih citokinov (IL-13, IL-
12, IL-18, IL-23), ki so lahko vnetni ali protivnetni. Pri aktivnem vnetju KVČB so vnetni 
citokini TNF-α, IL-13, IL-17 in IFN-γ povišani in usmerjajo obsežno poškodbo tkiva v 
črevesju (16, 17).  
 
Zaradi njihove vloge pri različnih vnetnih bolezni ter pri vzdrževanju homeostaze je ogromen 
klinični interes za kvantifikacijo citokinov. Tipični standardni metodi za določanje citokinov 
sta encimsko imunsko metoda na trdnem nosilcu (ELISA) in pretočna citometrija. Nove 
tehnike pri encimsko imunskih testih med drugim uporabljajo aptamere, elektrokemijo in 
masno spektrometrijo. Poleg uporabe v diagnostiki pa je velik interes tudi glede njihove 
uporabe pri zdravljenju - ker nivoji citokinov nadzirajo tako razvoj kot ponovne pojave in 
stopnjo vnetnega procesa pri npr. KVČB, je bilo do danes razvitih in na bolnikih klinično 
testiranih že več terapij s citokini (16, 17).  
 
1.2.1 Dejavnik tumorske nekroze alfa 
Limfociti in APC so odgovorni za veliko število vnetnih procesov pri KVČB, večinoma s 
proizvajanjem TNF-α, citokina, proizvedenega s strani celic prirojenega imunskega sistema 
7 
 
(makrofagov, monocitov, diferenciranih celic T). TNF-α deluje vnetno preko zvečanega 
nastajanja IL-1β in IL-6, ekspresije adhezijskih molekul, proliferacije fibroblastov in 
prokoagulantnih faktorjev, kot tudi z iniciiranjem citotoksičnih, apoptotičnih in akutnofaznih 
odzivov ter z zaviranjem apoptoze. Ekspresija TNF-α v človeških makrofagih je bila odkrita v 
tkivu in makrofagih debelega črevesa tako pri bolnikih s CB kot pri tistih z UK; serumske 
koncentracije TNF-α korelirajo s kliničnimi in z laboratorijskimi znaki bolezenske aktivnosti 
črevesja – pri aktivnem vnetju so serumske koncentracije TNF- α povišane (16). 
 
1.3  BIOLOŠKA ZDRAVILA  
V zadnjih dveh desetletjih se je v farmacevtskem svetu zgodila revolucija, saj je prišlo do 
uvedbe BZ v standardno klinično prakso. BZ so draga in tako kot pri vseh drugih zdravilih je 
njihova uporaba tvegana. Njihova prednost pa je odlična specifičnost zaradi sposobnosti večje 
vezave na površino, kar ima za posledico zmanjšanje ''izven-tarčnih'' učinkov v primerjavi z 
večino drugih zdravil, ki so prav tako sestavljena iz majhnih molekul (18). 
 
Med BZ spadajo hormoni, citokini, faktorji koagulacije, monoklonska protitelesa idr. 
Izdelujejo jih na različne načine, med drugim z genskim inženiringom (npr. hormone, 
citokine, faktorje koagulacije) ali s hibridomsko tehnologijo (monoklonska protitelesa). Nato 
se jih izraža v gojenih celičnih kulturah ali izbranih transgenih organizmih, po tem pa izolira 
ter prečisti, vse pod strogo nadzorovanimi laboratorijskimi pogoji. Proces proizvodnje BZ je 
večstopenjski, kompleksen in zahteva visoko izobražen ter strokovno usposobljen kader (19). 
 
V svetu med BZ najhitreje narašča uporaba monoklonskih protiteles in inzulina. Trenutno je 
med BZ v razvoju največ zdravil za zdravljenje raka ter zdravil za zdravljenje genetsko 
pogojenih bolezni, kaže pa se tudi velik interes za razvoj in proizvodnjo novih biološko 
podobnih zdravil, predvsem zaradi njihove nižje cene ter posledično večje dostopnosti 
(20, 21).  
 
1.3.1 Monoklonska protitelesa 
Monoklonska protitelesa kot BZ igrajo pomembno vlogo pri zdravljenju različnih bolezni, 
predvsem na področju  rakavih, avtoimunsko vnetnih in revmatičnih bolezni. Kljub temu so 
tovrstna zdravila veliko dražja za razvoj kot druge, manjše molekule, njihove klinične koristi 
pa pogosto spremljajo izzivi glede dostopnosti kot posledica visoke cene. Monoklonska 
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protitelesa so se začela uporabljati nazadnje, vendar je njihov potencial (in potentnost) 
ogromen, kar se kaže v velikem številu že odobrenih molekul, ki so zmožne močno vplivati 
na prognozo bolezni ter kakovost življenja bolnika (18, 22, 23). 
 
Monoklonska protitelesa prve generacije, pripravljena s hibridomsko tehnologijo, so bila 
mišja, zaradi česar je veliko težavo predstavljala imunogenost, ki se je izražala z različnimi 
alergijskimi reakcijami. Mišja protitelesa so sama delovala kot antigeni in človeški organizem 
se je nanje odzval s tvorbo protiteles. Z uporabo rekombinantne tehnologije so posamezne 
dele mišje imunoglobulinske (Ig) molekule postopno zamenjali z ustreznimi deli človeškega 
protitelesa. Najprej so na ta način pripravili t.i. himerna protitelesa, pri katerih delež mišje 
aminokislinske sestave znaša okoli 30 %. Sledila so humanizirana protitelesa, pri katerih 
delež mišje aminokislinske sestave znaša manj kot 10 %, in nazadnje človeška protitelesa, pri 
katerih aminokislinska sestava v celoti ustreza človeškemu proteinu. Dandanes so v klinični 
uporabi večinoma humanizirana ali človeška protitelesa (24). 
 
V naslednjem desetletju lahko pričakujemo nove učinkovine tako pri že obstoječih boleznih 
kot tudi pri številnih drugih indikacijah, npr. pri kroničnih nevrodegenerativnih boleznih - 
poleg multiple skleroze, kjer že imamo prve predstavnike, tudi pri Parkinsonovi in 
Alzheimerjevi bolezni (24). 
 
1.3.2 Zaviralci TNF-α 
V aktivno vneti sluznici prebavne cevi bolnikov s CB in tudi UK so našli zvišane 
koncentracije TNF-α, ki ima ključno vlogo pri spodbujanju in vzdrževanju vnetja pri KVČB, 
zato so razvili zdravila, ki zavirajo njegovo delovanje. Tako imenovani zaviralci TNF-α so 
večinoma BZ vrste monoklonska protitelesa, ki se s fragmentom Fab vežejo tako na topni 
TNF-α kot na membrano vezani TNF-α in na različne načine povzročijo apoptozo imunskih 
celic. Če se vežejo direktno na topni TNF-α, zavirajo njegovo delovanje in zavrejo njegovo 
interakcijo s specifičnimi receptorji za TNF-α ter posledično inducirajo apoptozo vnetnih 
mononuklearnih imunskih celic, če pa se vežejo na membranski TNF-α, pa spodbudijo s 
komplementom in protitelesi posredovano citotoksičnost ter supresijo citokinov preko 
reverznega signaliziranja (Slika 1). Konstantni del monoklonskega protitelesa, Fc, se veže na 
specifičen receptor za Fc na drugih imunskih celicah ter inducira signaliziranje, ki vodi v 
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apoptozo. S to vrsto BZ se lahko zmanjša tako lokalno kot sistemsko delovanje TNF-α, kar 
ima za posledico zmanjšanje vnetnega procesa ter v končni fazi remisijo bolezni (6, 18, 21).  
 
Slika 1: Poenostavljena shema načina delovanja zaviralcev TNF-α  
 
Klinične študije so dokazale dramatično izboljšanje stanja pri bolnikih s CB, ki so bili 
zdravljeni z zaviralci TNF-α, kot so IFX, adalimumab in certolizumab. Prišlo je do 
zmanjšanega števila vnetnih mononuklearnih celic črevesne sluznice oz. lamine proprie, ki 
proizvajajo citokine IFN-γ, kar so dokazali s pomočjo biopsije debelega črevesa pri bolnikih, 
zdravljenimi z zaviralci TNF-α (16).  
 
Zaviralci TNF-α so do danes postala najbolj znana in najpogosteje uporabljena BZ, ki 
temeljijo na uporabi protiteles. Izjemnega pomena so predvsem na področju zdravljenja 
avtoimunskih revmatičnih in vnetnih boleznih. Trenutno se uporabljajo pri zdravljenju 
revmatoidnega artritisa, juvenilnega revmatoidnega artritisa, CB, UK, psoriaze, psoriaznega 
artritisa ter ankiloznega spondilitisa, njegovo uporabo pa raziskujejo še za druge bolezni. 
Kljub temu pa so študije pokazale, da se klinično učinkovita BZ razlikujejo po načinu 
delovanja v in vivo ali in vitro pogojih. Tak primer je eden izmed zaviralcev TNF-α, 
etanercept, ki je dokazano učinkovit pri zdravljenju revmatoidnega artitisa, ne pa tudi pri 




V prihodnosti so načrtovani tudi drugi načini zaviranja delovanja TNF-α – anti-TNF-α cepivo 
za CB je trenutno v drugi fazi  kliničnega testiranja, utišanje gena TNF-α z majhno 
interferenčno RNA ter TNF-α-nevtralizirajoča nanotelesa pa so trenutno v predkliničnem 
razvoju. Splošni cilj zdravljenja KVČB v prihodnosti je torej vpeljava novih bioloških terapij, 
predvsem preko zaviranja (še drugih) vnetnih mediatorjev in posledično vnetnega procesa 
(12). 
 
1.3.3 Infliksimab  
Leta 1998 je bilo v ZDA prvo monoklonsko protitelo s tarčnim delovanjem proti TNF-α, t.i. 
IFX (Remicade©), odobreno za zdravljenje CB in kasneje še UK. IFX je himerno 
monoklonsko protitelo s 25 % živalskega (mišjega) deleža ter 75 % človeških sekvenc, 
proizvedeno s pomočjo genskega inženiringa. Mišji del je variabilni del tako pripravljenega 
protitelesa in predstavlja vezavno mesto za TNF-α, človeške sekvence pa sestavljajo 
konstantni del obeh verig (slika 2). IFX se pripravlja v obliki liofiliziranega praška, odmerja 
pa intravensko z dvourno infuzijo s filtrom pri ničtem, drugem ter šestem tednu zdravljenja, 
po tem pa se aplicira še vsakih 8 tednov za vzdrževanje remisije. Začetna koncentracija (pri 
zdravljenju obeh bolezni) je 5 mg IFX/kg bolnikove mase (15, 25). 
 
 




1.3.4 Imunogenost bioloških zdravil in primer infliksimaba 
Že sam proizvodni proces BZ izrazito vpliva na njegovo končno kakovost in posledično na 
njegovo imunogenost (negativen imunski odziv na aplikacijo zdravila) oz. druge 
pomanjkljivosti. Vseh dejavnikov, ki vplivajo na imunogenost BZ, je veliko, med drugim so 
to tudi lastnosti samega proteina, izbranega za BZ, izbira optimalnega ekspresijskega sistema 
pri izdelavi, ustreznost laboratorijskih pogojev med proizvodnjo, imunski status in genetske 
predispozicije prejemnika zdravila, frekvenca odmerjanja, sočasno jemanje drugih zdravil, 
prisotnost drugih bolezni idr. (19, 21). 
 
Začetek terapije oz. prehod iz druge terapije na zdravljenje z BZ lahko pri bolnikih izzove 
imunski odziv na zdravilo, ki se lahko pokaže v obliki alergijske reakcije (pojav IgE) ali 
sindroma sproščanja citokinov (aktivacija komplementa, fagocitov, naravnih celic ubijalk 
itd.), ki veljata za resna neželena učinka. V obeh primerih so lahko simptomi blagi, tudi 
neopazni, do zelo hudi in življenjsko ogrožajoči. Po dolgotrajnem, večletnem prejemanju BZ, 
ko je imunska toleranca bolnikovega organizma porušena, pa se lahko v njegovi krvi pojavijo 
tudi specifična protitelesa, ki jih proizvaja lastni imunski sistem in so usmerjena proti 
zdravilni učinkovini (ang. anti-drug antibody ali ADA) (15, 19). 
 
ADA praviloma pospešijo izločanje zdravila iz telesa na račun obsežnega odstranjevanja s 
fagociti. Posebna vrsta ADA so t.i. nevtralizacijska protitelesa, ki zasedejo vezavna mesta za 
TNF-α na zdravilni učinkovini in tako blokirajo (nevtralizirajo) njeno delovanje. Večina 
neželenih učinkov pri zdravljenju z BZ je torej posledica tvorbe imunskih kompleksov med 
zdravilno učinkovino in ADA. ADA posledično zmanjšajo učinkovitost zdravila, kar se kaže 
v izgubi odziva bolnika na zdravljenje. Nizke koncentracije zdravila v krvi nakazujejo na 
farmakokinetski problem, višje koncentracije pa so asociirane s klinično in biološko remisijo 
bolezni. Kljub velikemu pomenu pri uspešnosti zdravljenja pa se prisotnosti oz. koncentracije 
ADA v krvi zaenkrat kot del spremljanja bolezni oz. TDM rutinsko že določa v klinični praksi 
le v nekaterih laboratorijih, tudi v Sloveniji, ni pa ta način obravnavanja bolnikov s KVČB še 
globalno vpeljan v standardno klinično prakso (19, 26). 
 
Velik problem glede imunogenosti predstavlja predvsem zdravljenje z zaviralci TNF-α, ker je 
zanje značilna neučinkovitost pri približno polovici bolnikov, obenem pa se pri tej terapiji 
pojavljajo še drugi neželeni učinki. Poglavitna problema pri uporabi zaviralcev TNF-α sta 
njihova primarna rezistenca in sekundarna odpoved. Za primarno rezistenco gre pri bolnikih, 
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ki že v začetku zdravljenja ne pokažejo nobenih znakov izboljšanja stanja, kar se zgodi pri 
približno 1/3 bolnikov, za sekundarno odpoved pa je značilno to, da nastane po tem, ko je že 
bil zabeležen pozitiven začetni odziv na zdravljenje. Glavni vzrok za sekundarno odpoved je 
imunogenost BZ, ki ima za posledico nastanek ADA pri bolniku (16, 19, 21).  
 
Tipičen primer problematike imunogenosti zaviralcev TNF-α je IFX. IFX je splošno smatran 
za varno BZ, ki ga bolniki dobro prenašajo, kljub temu pa ima potencial za hude neželene 
učinke in pojav drugih komplikacij pri zdravljenju. Pojavijo se lahko različne infekcije (npr. 
tuberkoloza, tudi sepsa), lupusu podobni simptomi, razvoj protiteles proti antigenom jedra in 
protitelesa proti dvoverižni DNA ter že omenjena ADA (v tem primeru protitelesa, usmerjena 
proti IFX, t.i. anti-IFX). Približno 1 % tveganja je za razvoj malignih tvorb (npr. limfoma ali 
kožnega raka), podobno kot pri drugih zdravilih za KVČB. Možne so tudi infuzijske reakcije 
ob odmerjanju IFX, ki so tipično blage in lokalne (srbečica, rdečica, oteklina), sočasna 
uporaba imunosupresivov z zdravilom pa zmanjša tveganje za takšno reakcijo. S sočasno 
uporabo imunosupresivov se ne želi samo zmanjšati tveganja za infuzijske reakcije, temveč 
tudi odložiti pojav anti-IFX. Približno 6-17 % bolnikov, zdravljenih z načrtovanim 
odmerjanjem IFX, začne tvoriti anti-IFX in postanejo bolj podvrženi infuzijskim reakcijam 
kot pa bolniki, ki teh protiteles ne tvorijo. Prisotnost anti-IFX pa je dokazano povezana tudi z 
zmanjšanim kliničnim odzivom na zdravljenje. Anti-IFX so lahko različni izotipi protiteles 
(IgG, IgE, IgM), hkrati pa so usmerjeni proti različnim epitopom IFX (7, 23, 27).  
 
Rezultati večletne študije, opravljene na gastrointerološkem oddelku Univerzitetnega 
kliničnega centra Ljubljana, so pokazali, da je optimizirana monoterapija z IFX kljub slabši 
farmakokinetiki lahko enako učinkovita kot optimizirana kombinirana terapija (IFX in 
azatioprina). Za proaktivno longitudinalno spremljanje in nadzorovanje optimalnega 
odmerjanja IFX so TDM uvedli v standardno klinično prakso, obenem pa so ob izmerjenih 
nezaznavnih serumskih koncentracijah IFX v različnih časovnih točkah določali še anti-IFX. 
Dokazali so, da so bolniki, ki so bili zdravljeni samo z IFX, dosegli iste terapevtske cilje (med 
drugim  mukozno ozdravitev) kot bolniki na kombinirani terapiji, so pa v prvem letu porabili 
20 % več IFX. Klinični uspeh se da razložiti z optimizacijo odmerjanja na podlagi 
upoštevanja bolnikovih simptomov ter hkratnega TDM. S to študijo so postavili nove 
smernice za nadaljnje raziskovanje učinkovitosti, varnosti ter stroškovne učinkovitosti 
optimiziranega zdravljenja z (izključno) IFX (26). 
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1.4 KLINIČNA UPORABNOST DOLOČANJA SERUMSKIH 
KONCENTRACIJ BIOLOŠKEGA ZDRAVILA TER PROTITELES 
PROTI ZDRAVILU 
S standardiziranim, rutinskim določanjem koncentracij tako zdravila kot ADA v serumih 
bolnikov bi lahko izboljšali prognozo bolezni, saj bi na ta način že v začetni fazi zdravljenja 
ugotovili, če je le-to učinkovito ali bi se ga moralo modificirati in optimizirati (21).  
 
Koncentracije zdravila ter pojav ADA se zelo razlikujejo tako pri posameznih bolnikih kot 
med različnimi populacijami bolnikov v različnih časovnih obdobjih testiranja. Do razlik pa 
ne prihaja samo zaradi personaliziranega zdravljenja bolnikov s KVČB, ki temelji na »bolniku 
prijazni medicini«, kar v tem primeru pomeni različne odmerke ter frekvence odmerjanja 
zdravil pri vsakem posameznem bolniku (za doseganje optimalnih rezultatov), svetovanje 
glede prehranjevanja, zdravega načina življenja, temveč tudi glede na njihove genetske 
predispozicije. Razlike nastajajo tudi zaradi različnih detekcijskih metod, ki jih uporabljamo 
za določanje ADA. Univerzalne standardizirane metode, ki bi se uporabljala v klinični praksi 
in za morebitno rutinsko določanje koncentracij ADA pri bolnikih s KVČB, zaenkrat še niso 
določili. Če ni podatka o koncentracijah ADA, je še vedno najpogostejša odločitev 
zdravnikov zvišanje odmerka zdravila ali skrajšanje odmernega intervala, kar pa ni nujno 
uspešno oz. najbolj učinkovito, ker se lahko pojavijo novi simptomi in neželeni učinki (21). 
 
Ob merjenju koncentracije zdravila ter potencialno prisotnih ADA v serumu se lahko 
zdravnik glede na rezultat analize odloči za eno izmed naštetih modifikacij zdravljenja:  
a) Če ADA v serumu niso zaznali, koncentracija zdravila pa je nizka, lahko zdravnik 
poveča odmerek oz. frekvenco odmerjanja zdravila; razlog je lahko nižja biološka 
uporabnost zdravila zaradi lokalnega injiciranja in/ali zmanjšan razpolovni čas pri 
večji aktivnosti bolezni. 
b) Če ADA v serumu niso zaznali, koncentracija zdravila pa je visoka, mora zdravnik 
ob aktivni bolezni zamenjati skupino BZ, (da se npr. v primeru, ko TNF-α nima 
ključnega pomena v patogenezi bolezni, bolnika ne zdravi z zaviralci TNF-α). 
c) Če so ADA v serumu prisotna, koncentracija zdravila pa je nizka, je potrebna 
menjava zdravila znotraj iste skupine BZ (npr. zaviralcev TNF-α); zdravilna 
učinkovina je v tem primeru očitno tvorila imunske komplekse z ADA in se ne more 
vezati na tarčo (npr. TNF-α). 
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d) Če je v serumu prisotna visoka koncentracija tako zdravila kot ADA, je možna 
prisotnost ne-nevtralizacijskih ADA in je nadalje potrebna ponovna določitev obeh 
koncentracij. Do takšne situacije lahko pride v dveh primerih – če gre za lažno 
pozitiven test določitve ADA, ali če visoko-občutljiva metoda HMSA (ang. 
homogenous mobility-shift assay), ki lahko zazna ADA tudi v prisotnosti zdravila, 
pokaže nizko avidne (nizko afinitetno funkcionalne) ali drugače funkcionalno 
neaktivne ADA. V tem primeru se priporoča ponovno testiranje serumskega vzorca s 
funkcijskim testom za določitev koncentracije funkcionalno aktivnega zdravila ter 
nevtralizirajočih ADA v krvi. Če se dobljeni rezultati funkcijskega testa ne razlikujejo 
od prvotnih, se mora, tako kot v drugem primeru, pri zdravljenju zamenjati skupino 
BZ (21, 28). 
 
V primeru zdravljenja bolnikov s KVČB z IFX so majhne ali celo nezaznavne serumske 
koncentracije IFX povezali s hujšim kliničnim izidom poteka bolezni. Anti-IFX povečajo 
očistek zdravila iz telesa in so pomemben vzrok za nižje serumske koncentracije IFX. TDM 
tekom zdravljenja je izjemnega pomena predvsem za bolnike s sekundarno izgubo odziva na 
zdravljenje, pomembno pa je tudi za izboljšanje procesa zdravljenja KVČB – za optimizacijo 
odmerjanja zdravila (povečava ali zmanjšanje odmerka glede na serumsko koncentracijo 
zdravila) ali za menjavo zdravila z drugim, učinkovitejšim (29). 
 
Potreba po kvantifikaciji zdravila ter ADA v krvi bolnika je zaradi terapevtskega pomena 
velika, najpogosteje uporabljene tehnike za določanje serumske koncentracije BZ, med 
drugim tudi zaviralcev TNF-α (npr. IFX), pa so ELISA tehnike – »sendvič« ELISA ter 
indirektna ELISA, za določanje koncentracije ADA (npr. anti-IFX) pa se uporabljata 
predvsem premostitvena ELISA (bELISA) in radioimunska tehnika  (15). 
 
1.4.1 Indirektni encimsko-imunski test na trdnem nosilcu  
Osnova indirektne ELISA tehnike za določanje koncentracije zdravila v krvi je reakcija med 
antigenom in protitelesom. Pri klasični izvedbi indirektne ELISA (slika 3) se inkubira 
serumski vzorec, ki vsebuje primarno protitelo (v našem primeru zdravilno monoklonsko 
protitelo IFX) v odprtinicah na mikrotitrski plošči, ki vsebujejo predhodno vezani antigen (v 
našem primeru TNF-α); nastanejo imunski kompleksi med antigenom in protitelesom. Poleg 
vzorcev je potrebno pripraviti še umeritveno krivuljo z znanimi koncentracijami protitelesa, iz 
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katere po spektrofometrični meritvi določimo neznano koncentracijo le-teh v vzorcu. Obenem 
se potrebuje še pozitivne in negativne kontrole ter slepe raztopine, da potrdimo pravilnost 
izvedene analize. Nato se plošča z vzorci spere, da se odstranijo nevezana protitelesa in doda 
z encimom konjugirano sekundarno protitelo, ki se veže s primarnim protitelesom. Sledi 
ponovno spiranje nevezanih sekundarnih protiteles in dodatek substrata za vezani encim (kar 
povzroči barvno reakcijo), ter v zadnji fazi dodatek raztopine za zaustavitev reakcije. Obarvan 
produkt reakcije merimo spektrofotometrično. Indirektna ELISA ima visoko specifičnost, 
občutljivost, je enostavna za izvedbo in cenovno ugodna. Omogoča različne načine detekcije 
želenega protitelesa v vzorcu – na voljo imamo veliko različnih protiteles ter encimov za 
detekcijo (npr. alkalna fosfataza, hrenova peroksidaza - HRP). Njena pomanjkljivost je ta, da 
je izvedba časovno dolga (1, 30, 31). 
 
Slika 3: Indirektna ELISA 
 
1.4.2 Premostitveni encimsko-imunski test na trdnem nosilcu  
Princip klasične izvedbe bELISA je t.i. ''metoda dveh antigenov'' – metoda namreč zahteva, 
da s protitelesom, ki ga želimo izmeriti, ustvarimo »most« med dvema antigenoma. To 
pomeni, da najprej na mikrotitrsko ploščo vežemo (in s tem imobiliziramo) prvi antigen. Na 
ploščico nato dodamo serumski vzorec, ki vsebuje protitelesa, ki jih želimo z metodo določiti. 
Protitelesa se med inkubacijo vežejo na imobilizirani antigen in z njim ustvarijo imunske 
komplekse. Ploščico speremo, da odstranimo nevezane molekule, nato pa dodamo še drugi 
antigen, ki je konjugiran z označevalcem (v večini primerov je to encim). Ko se še dodani 
konjugat veže na tarčna protitelesa, se ustvari »most« med obema antigenoma. V zadnji fazi 
na ploščico dodamo še substrat, ki povzroči barvno reakcijo, po določenem času pa še 
raztopino za zaustavitev reakcije. Stopnjo obarvanosti raztopin v odprtinicah 
spektrofotometrično izmerimo, absorbanca pa je premosorazmerna koncentraciji protitelesa v 
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vzorcu. Prednost bELISA je v visoki specifičnosti metode, pomanjkljivost pa v slabši 
občutljivosti ter časovno dolgi izvedbi (32). 
 
V primeru določanja ADA z bELISA (slika 4) na mikrotitrsko ploščo najprej vežemo 
zdravilno učinkovino (v našem primeru je bil to IFX) in ga imobiliziramo. Dodamo serumski 
vzorec, ki vsebuje zdravilno učinkovino ter morebitno prisotne ADA proti temu zdravilu, če 
jih je bolnik že začel proizvajati – v našem primeru sta to bila IFX in anti-IFX v vzorcu. Po 
tvorbi imunskih kompleksov in spiranju ploščice sledi še dodatek konjugata, torej na 
zdravilno učinkovino vezan označevalec, ki je ponavadi encim. V našem primeru je konjugat 
predstavljala na IFX vezana HRP. Na koncu se v odprtinice odpipetira še substrat ter 
raztopina za zaustavitev reakcije in spektrofotometrično izmeri absorbanco (32). 
 
Na splošno za bELISA in radioimunske tehnike velja, da imata kljub najpogostejši uporabi v 
klinični praksi to pomanjkljivost, da v krvi ne moreta zaznati ADA ob sočasni prisotnosti 
zdravila. Dodaten problem pri klasični bELISA pa je predstavljala tudi uporaba poliklonskega 
standarda – npr. v primeru določanja anti-IFX se je uporabljalo monospecifično poliklonsko 
zajčje anti-IFX. Uporaba poliklonskega protitelesa za standard je omejena zaradi njegove 
poliklonske narave (medanalizne variacije, navzkrižna reaktivnost itd.), ki občutno zmanjša 
specifičnost metode (33).  
 
 





1.4.3 Modificirana premostitvena ELISA s predhodno kislinsko ločbo 
Leta 2017 je belgijska raziskovalna skupina pod vodstvom Ann Gils, ki se je ukvarjala s 
področjem določanja ADA z metodo bELISA, natančneje z določanjem anti-IFX pri bolnikih 
s KVČB, najprej uvedla uporabo visoko-specifičnega monoklonskega protitelesa za standard. 
MA-IFX10F9, kot so ga označili, je nadomestil do takrat uporabljano poliklonsko zajčje anti-
IFX. Sprememba vrste uporabljenega protitelesa za standard je drastično izboljšala 
specifičnost in občutljivost izvedene analize (33). 
 
Šli pa so še korak dlje in protokolu, ki je uvedel standardizirano monoklonsko protitelo MA-
IFX10F9, dodali še eno pomembno modifikacijo – deplecijo IFX iz vzorca in predhodno 
kislinsko ločbo z ocetno kislino. Namen kislinske ločbe pred izvedbo bELISA za določanje 
anti-IFX je bil razbitje imunskih kompleksov med anti-IFX in IFX v serumskih vzorcih. 
Uvedba kislinske ločbe je metodo izboljšala do te mere, da ta ni bila več občutljiva na 
prisotnost zdravila v vzorcih, temveč je lahko izmerila koncentracijo anti-IFX kljub 
prisotnosti IFX v vzorcu. Višja kot je bila koncentracija IFX v vzorcih, slabša je bila detekcija 
anti-IFX, vendar so uspeli pokazati, da se pri zaporednem višanju koncentracije IFX (ob 
uporabi 500 ng/mL MA-IFX10F9), anti-IFX z modificirano bELISA še lahko zaznajo tudi pri 
do petkrat večji koncentraciji IFX napram anti-IFX v vzorcu (povzeto v 34). 
 
Poleg omenjenih modifikacij so pred analizo z bELISA izvedli še deplecijo vzorcev na TNF-α 
plošči – serumske vzorce so eno uro inkubirali na mikrotitrski plošči s predhodno vezanim 
TNF-α, da so se že pred analizo z bELISA znebili čimveč prostega IFX v vzorcih, ker se je ta 
vezal na TNF-α. Za razliko od klasične izvedbe bELISA (slika 4) so uporabili sistem 
dvojnega konjugata – primarni konjugat je predstavljal z biotinom vezan IFX, sekundarni 
konjugat pa na streptavidin vezana HRP (slika 5) (34).  
 
Modificirana bELISA se je v primerjavi s klasično izvedbo bELISA zaradi uporabe MA-
IFX10F9 za standard ter predhodne deplecije in kislinske ločbe vzorcev izkazala za mnogo 













2 NAMEN DELA IN CILJI  
Zdravljenje z zaviralci TNF-α, med katere spada tudi IFX, še vedno predstavlja velik izziv za 
zdravnike zaradi njihove primarne rezistence in sekundarne odpovedi. Do sekundarne 
odpovedi pride zaradi imunogenosti BZ, posledica le-te pa je nastanek ADA, v našem primeru 
anti-IFX, kar vodi v zmanjšanje učinkovitosti zdravila in v izgubo odziva na zdravljenje. Zato 
je dovolj zgodnja detekcija anti-IFX ključna v optimizaciji in učinkovitosti zdravljenja 
KVČB. Ključna težava obstoječih metod, ki se uporabljajo v analiznih laboratorijih, je bila 
nezaznavanje anti-IFX ob prisotnosti višjih koncentracij IFX v serumu bolnika, saj so le-ta 
vezana v imunske komplekse z IFX, zato je razvoj metod vodil v iskanje možnosti, kako 
modificirati obstoječe ELISA metode, da bi omogočale detekcijo tudi anti-IFX, vezanih v 
imunske komplekse z IFX.  
 
Naš namen je bil optimizirati deplecijsko bELISA s predhodno kislinsko ločbo (povzeto po 
34), ki bi nam omogočala določanje anti-IFX, vezanih v imunske komplekse z IFX v 
serumskih vzorcih bolnikov, ki imajo detektirane koncentracije IFX. Želeli smo preizkusiti 
različne postopke deplecije IFX in kislinsko ločbo imunskih kompleksov ter preveriti 
uspešnost detekcije anti-IFX. Po uspešni opredelitvi optimalne metode deplecije je bil naš 
namen še analiziranje serumskih vzorcev bolnikov z eno od KVČB, zdravljenih z IFX. 
 
V sklopu naloge smo si, izhajajoč iz namena, zastavili spodnjo hipotezo:  
Predpostavljamo, da bomo z optimizacijo deplecijske bELISA s predhodno kislinsko ločbo 
lahko zaznali tudi anti-IFX vezana v imunskih kompleksih z IFX v vzorcih z višjimi 
koncentracijami IFX.  
 
V sklopu optimizacije deplecijske bELISA smo si zastavili naslednje cilje:  
• Pripravili bomo vzorce, ki jih bomo uporabljali v različnih postopkih deplecije, in z 
njihovo pomočjo opredelili najučinkovitejšo deplecijsko metodo.  
Vzorce s prisotnimi imunskimi kompleksi med IFX in anti-IFX bomo  pripravili: 
1. iz različnih koncentracij zdravila IFX Remsima™ in monoklonskega anti-IFX 
MA-IFX10F9, 
2. iz različnih koncentracij zdravila IFX Remsima™ in vzorcev seruma z znanimi 
pozitivnimi koncentracijami poliklonskega anti-IFX. 
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• Z bELISA s predhodno kislinsko ločbo in z deplecijsko metodo, ki bo tekom 
raziskovalnega dela izbrana za najučinkovitejšo pri depleciji IFX in detekciji anti-IFX, 























3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Biološki vzorci 
V sklopu raziskovalnega dela smo uporabljali serumske vzorce bolnikov s KVČB. Vzorci so 
bili pridobljeni v sklopu presečne študije na Kliničnem oddelku za gastroenterologijo 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. V raziskavo smo vključili 183 vzorcev. Vsi 
bolniki so podali pisno odobritev sodelovanja v klinični študiji. Do dneva analize so bili 
vzorci shranjeni v zamrzovalniku na -20 °C.  
 
3.1.2 Kemikalije 
- dinatrijevhidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2H2O), Fagron Hellas, Grčija 
- goveji serumski albumin (BSA, Bovine serum Albumin), Sigma-Aldrich Co., ZDA 
- kalijev klorid (KCl) analitske čistoče, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- natrijev hidroksid (NaOH) analitske čistoče, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- 0,18 M žveplova kislina (H2SO4) analitske čistoče, Merck, Darmstadt, Nemčija 
- kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), EMSURE, Merck KGaA, Nemčija 
- klorovodikova kislina (HCl) analitske čistoče, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- natrijev klorid (NaCl) analitske čistoče, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- ocetna kislina (CH3COOH) analitske čistoče, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- tris (hidroksimetil) aminometan, Kemika, Hrvaška 
- Tween 20, Polyethylene glycol sorbitan monolaurate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Nemčija 
- 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidin (TMB), Thermo Scientific, Massachusetts, ZDA  
 
3.1.3 Pufri in raztopine 
PBS (s fosfatom pufrana fiziološka raztopina); pH = 7,4 
- natrijev klorid (NaCl)                 8,0 g 
- kalijev klorid (KCl)      0,2 g 
- dinatrijevhidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2H2O) 1,15 g 
- kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)    0,2 g 
- destilirana voda (dH2O)     do 1000 mL 




Pufer za nevtralizacijo po kislinski ločbi (1 M Tris); pH = 9,5 
- tris (hidroksimetil) aminometan    12,14 g 
- destilirana voda (dH2O)     do 100 mL 
- uravnava pH na 9,5 z 2 M klorovodikovo kislino (HCl) 
 
Pufer za spiranje ploščic (PBS z 0,05 % Tween 20); pH = 7,4 
- natrijev klorid (NaCl)                80 g 
- kalijev klorid (KCl)      2 g 
- dinatrijevhidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2H2O) 11,5 g 
- kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)    2 g 
- destilirana voda (dH2O)     do 10 L 
- uravnava pH do 7,4 in dodatek 5 mL Tween 20. 
 
Pufer za vzorce in blokado (1 % BSA/PBS)  
                 - goveji serumski albumin (BSA)     0,5 g 
                 - PBS pufer        50 ml  
 
300 mM OCETNA KISLINA (za ločbo); pH=3,0 
- ocetna kislina                                                                     1,72 mL 
                 -     destilirana voda (dH2O)                                                     do 100 mL  
 
1,67x PBS (za konjugacijo IFX); pH = 7,4 
- natrijev klorid (NaCl)                8,0 g 
- kalijev klorid (KCl)      0,2 g 
- dinatrijevhidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2H2O) 1,78 g 
- kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)    0,24 g 
- destilirana voda (dH2O)     do 600 mL 
- uravnava pH do 7,4 z 2 M natrijevim hidroksidom (NaOH).  
 
3.1.4 Zdravilo REMSIMATM 
RemsimaTM (100 mg prašek za pripravo raztopine za infundiranje IFX, Celltrion, Koreja) 





a) Za deplecijske plošče ter IFX ELISA: TNF-α  
Rekombinantni človeški TNF-α sterilno filtriran in liofiliziran, vir je E.coli (Peprotech, ZDA), 
je bil shranjen na -80 °C. 
 
Originalno embalažo TNF-α (100 μg) smo najprej centrifugirali, dodali 100 μL čiste vode za 
injekcije in raztapljali 2 h na sobni temperaturi. Nato smo dodali 900 μL pufra (0,1 % 
BSA/PBS). Končna koncentracija je bila 100 μg/mL. Raztopljen antigen smo hranili na  
-80 °C. 
 
b) Za anti-IFX bELISA: IFX Remsima TM 
IFX (10 mg/mL) smo razredčili v 1 % BSA/PBS do koncentracije 120 µg/mL in ga hranili na 
-20 °C. 
 
3.1.6 Standardne raztopine 
- STANDARD ZA IFX ELISA: IFX RemsimaTM s koncentracijo 12 µg/mL 
- STANDARD ZA ANTI-IFX bELISA: specifično monoklonsko protitelo, anti-IFX, s 
koncentracijo 500 ng/mL (oznaka MA-IFX10F9, razvito na Univerzi v Leuvnu, trži jih apDia, 
Belgija, pripravljeno za uporabo) 
 
Za pripravo umeritvene krivulje za IFX ELISA smo kot standard IFX uporabili RemsimoTM. 
Pripravili smo raztopino s koncentracijo 12 μg/mL in jo redčili 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 in 
1:2400, da smo dobili set petih standardov s končnimi koncentracijami 120 ng/mL, 60 ng/mL, 
30 ng/mL, 15 ng/mL ter 5 ng/mL.  
 
Za pripravo umeritvene krivulje za anti-IFX bELISA smo kot standard uporabili 
monoklonsko protitelo MA-IFX10F9 s koncentracijo 500 ng/mL in ga redčili 1:100, 1:200, 
1:500, 1:1000 in 1:2500, da smo dobili set petih standardov s končnimi koncentracijami 
5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1 ng/mL, 0,5 ng/mL ter 0,2 ng/mL. 
 
3.1.7 Kontrolni material  
Pri izvedbi IFX ELISA smo uporabljali tri kontrole, pripravljene iz serumov bolnikov, ki so 
bile testirane v 20 analizah. Na podlagi rezultatov so bila postavljena koncentracijska območja 
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kontrol. Uporabljali smo negativno kontrolo, nizko pozitivno kontrolo in visoko pozitivno 
kontrolo.  
 
Za anti-IFX bELISA smo prav tako uporabili interne kontrole – dve pozitivni ter eno 
negativno, pripravljene iz serumov bolnikov po zgoraj opisanem postopku. 
 
3.1.8 Detekcijska protitelesa 
Za IFX ELISA smo uporabljali specifično sekundarno monoklonsko protitelo MA-IFX 6B7, 
usmerjeno proti IFX, označeno s HRP (anti-IFXHRP, razvito na Univerzi v Leuvnu, trži jih 
apDia, Belgija, pripravljeno za uporabo). 
 
Za anti-IFX bELISA smo uporabili IFX RemsimaTM, označeno s HRP. Konjugacijo IFX smo 
izvedli s komercialnim analiznim kompletom Rapid Lynx conjugation kit (BioRad).  
 
3.1.9 Aparature in pribor 
- drobni laboratorijski pribor in oprema: pipete, multipipete, nastavki za pipete, 
kadičke, steklovina (erlenmajerice, bučke, merilni valji, čaše, epruvete, 
stekleničke...), stančevina, plastične mikrocentrifugirke, Pasteurjeve pipete, 
magnetna mešala, plastični čolnički za tehtanje, spatule, … 
- tehtnica Mettler Toledo PM2500 Delta Range, Švica 
- pH meter Mettler Toledo SevenEasy, ZDA 
- stresalnik Cleaver Scientific Ltd, Rocker Shaker, Velika Britanija 
- mešalo Vortex 2 genie, Scientific Industries, ZDA  
- rotacijsko mešalo, Spectrafuge 24D, Labnet International, ZDA 
- spektrofotometer Tecan Sunrise Remote, Avstrija 
- spiralnik za mikrotitrske plošče 405 LS microplate washer, BioTek 
Instruments Inc., Highland Park, ZDA 
- toplotna komora (37 °C)  
 
3.1.10 Mikrotitrske plošče 
Pri IFX ELISA, anti-IFX bELISA ter depleciji smo uporabljali visoko vezavne polistirenske 




V času optimiziranja zastavljene deplecijske metode je bilo delo načrtovano tako, da smo 
izvajali (slika 6): 
• deplecijo IFX (eno-, dvo- in triurno) na ploščah s TNF-α,  
• hišno IFX ELISA,  
• hišno anti-IFX bELISA za preverjanje nastanka imunskih kompleksov, 
• hišno anti-IFX bELISA po depleciji brez kislinske ločbe,  
• hišno anti-IFX bELISA po depleciji s predhodno kislinsko ločbo.  
 
 
Slika 6: Časovni diagram analiz 
 
Spodnja meja kvantifikacije oz. zaznavnosti je bila pri metodi IFX ELISA 0,50 µg/mL, pri 
anti-IFX bELISA za preverjanje nastanka imunskih kompleksov je znašala 5 ng/mL, pri anti-
IFX bELISA po depleciji IFX z ali brez predhodne kislinske ločbe pa 52 ng/mL. Pri vseh 
mejah zaznavnosti smo upoštevali redčitev vzorca. Koncentracij pod temi mejami z 
uporabljenimi metodami ni bilo možno natančno določiti. 
 
3.2.1 Konjugacija IFX 
Za konjugacijo IFX, kjer smo uporabljali konjugacijski komplet Rapid Lynx, smo potrebovali 
posebej pripravljen pufer - 1,67 x PBS, ki smo ga pripravili po navodilih proizvajalca. Tako 
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pripravljen PBS smo še filtrirali s plastičnim filtrom z brizgo za enkratno uporabo. 75 µL 
filtriranega 1,67 x PBS smo odpipetirali v svežo mikrocentrifugirko in dodali 50 µL IFX 
(Remsima™, 10 mg/mL). Dobili smo raztopino IFX s koncentracijo 4 mg/mL v 1 x PBS, kot 
zahteva proizvajalec.  
 
V prazno mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 µL raztopine IFX (4 mg/mL) in dodali še 
10 µL reagenta Modifier iz konjugacijskega kompleta. Raztopino smo ponovno premešali in 
celoten volumen prenesli v vialo z liofilizirano mešanico HRP (iz konjugacijskega kompleta). 
Raztopino smo ponovno premešali s pipeto, vialo tesno zaprli in jo inkubirali na sobni 
temperaturi 3 h. Po tem smo dodali še 10 µL Quencher reagenta in inkubirali 30 min v temi. 
Po tej inkubaciji je bil s HRP konjugiran IFX pripravljen za uporabo, njegova končna 
koncentracija je bila 3,33 mg/mL. Do analize smo ga hranili v hladilniku (4 °C). 
3.2.2 Deplecija na TNF-α ploščah 
Za deplecijo smo dan pred izvedbo analize pripravili 4 mikrotitrske plošče – TNF-α smo 
nanesli: 1 strip na prvi plošči, 2 stripa na drugi plošči, 3 stripe na tretji plošči ter 1 strip na 
četrti plošči. Tako smo si pripravili ploščice, s katerimi smo lahko izvajali 1 x 1 h (enkrat 
enourno),  2 x 1 h (dvakrat enourno), 3 x 1 h (trikrat enourno)  ter 1 x 3 h (enkrat triurno) 
deplecijo IFX (Slika 7). 
 
 
Slika 7: Shema izvedbe deplecij na TNF-α ploščah 
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Pripravili  smo TNF-α s koncentracijo 0,2 µg/mL tako, da smo v plastično kadičko najprej 
odpipetirali 10479 µL PBS, v to pa še 21 µL že pripravljenega TNF-α, ter z nagibanjem 
kadičke premešali vsebino. Tako pripravljeno raztopino smo nanesli na plošče po 100 µL v 
vsako odprtinico. Vse tri plošče smo čez noč inkubirali v hladilniku pri 4 °C, da se je antigen 
vezal.  
 
Na dan analize je bilo potrebno plošče ročno sprati s spiralnim pufrom (PBS z 0,05 % 
Tween 20) glede na časovnico eksperimenta. V odprtinice stripa smo nanesli blokado (200 μL 
1 % BSA/PBS) ter ploščo na sobni temperaturi inkubirali 1 h. Med inkubacijo smo pripravili 
različne koncentracije IFX tako, da smo izračunali posamezne redčitve zmesi IFX in pufra 
(preglednica I). Vzorce smo pripravili iz izhodiščne raztopine IFX s koncentracijo 
120 μg/mL.  
Preglednica I: Pripravljene raztopine IFX 
VZORCI 
Ckončna IFX 
(μg/mL) VIFX (µL) Vpufra (µL) 
1 (slepa)     100 
2 20 16,70 83,30 
3 10 8,33 91,67 
4 4 3,33 96,67 
5 2 1,67 98,33 
6 1 0,83 99,17 
7 0 0 100 
 
Po tem smo pripravili raztopine z IFX in anti-IFX (uporabili smo monoklonsko protitelo anti-
IFX MA-IFX10F9) in tako ustvarili imunske komplekse med IFX in anti-IFX MA-IFX10F9. 
Iz vsake prej pripravljene koncentracije IFX smo odpipetirali po 10 μL in dodali še 10 μL 
raztopine anti-IFX MA-IFX10F9 s koncentracijo 500 ng/mL (preglednica II). V prvi vzorec 
(slepo) smo odpipetirali 20 μL pufra. 
 
Preglednica II: Priprava raztopin IFX in anti-IFX MA-IFX10F9 
VZORCI VIFX (µL) 
Vanti-IFX (μL), 







1 (slepa) / / 20 0 0 
2 10 (20 μg/mL) 10 / 10 250 
3 10 (10 μg/mL) 10 / 5 250 
4 10 (4 μg/mL) 10 / 2 250 
5 10 (2 μg/mL) 10 / 1 250 
6 10 (1 μg/mL) 10 / 0,5 250 
7 10 (0 μg/mL) 10 10 0 250 
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Sledila je inkubacija tako pripravljenih vzorcev na 37 °C v toplotni komori za 30 min; celoten 
postopek smo tekom deplecije ponovili štirikrat (za vse štiri deplecije). 
 
Po posamični inkubaciji smo ploščo štirikrat sprali na spiralcu, potem pa prej pripravljene 
raztopine IFX in anti-IFX MA-IFX10F9 redčili v razmerju 1:20; v epruvete smo odpipetirali 
najprej 190 µL 1 % BSA/PBS, temu pa dodali še 10 µL posameznega vzorca (preglednica II). 
Po 150 µL tako pripravljenih posameznih redčitev smo z multipipeto nanesli na plošče s TNF-
α, ki smo jih  inkubirali na stresalniku v skladu s časovno shemo deplecije (slika 7).  
 
Ker smo imeli za deplecijo pripravljene 4 plošče z vezanim TNF-α, smo prve vzorce prenesli 
še dvakrat (3 stripi, 3 x 1 h), druge vzorce še enkrat (2 stripa, 2 x 1 h), tretji vzorci so se 
inkubirali samo enkrat (1 strip, 1 x 1 h). Četrti vzorci  na zadnji plošči so se inkubirali le 1 x 3 
h brez vmesnega prenosa  (slika 7). Po zadnji inkubaciji smo vzorce iz odprtinic mikrotitrske 
plošče odpipetirali v sveže epruvete za nadaljnje analize določanja koncentracije  nevezanega 
IFX in iz imunskih kompleksov sproščenih anti-IFX MA-IFX10F9. 
 
Pred analizo vzorcev iz presečne študije smo izvedli enak postopek še z anti-IFX MA-
IFX10F9 s (končnima) koncentracijama 150 in 75 ng/mL in poljubno izbranim vzorcem 
seruma bolnika s KVČB z znano koncentracijo anti-IFX (z začetno koncentracijo 250 ng/mL 
oz. končno koncentracijo 125 ng/mL). Pri pripravi vzorcev smo postopali po istem protokolu 
s standardnimi koncentracijami raztopin IFX (20, 10, 4, 2, 1 ter 0 µg/mL); iz vsake prej 
pripravljene raztopine IFX (preglednica I) smo odpipetirali po 10 μL in dodali še 10 μL 
vzorca anti-IFX MA-IFX10F9 z znano koncentracijo oz. serumskega vzorca s koncentracijo 
anti-IFX 250 ng/mL tako, da so končne koncentracije anti-IFX znašale 150, 75 in 125 ng/mL 
glede na izhodiščno koncentracijo anti-IFX. V prvi vzorec (slepo) smo odpipetirali 20 μL 
pufra. Tudi tukaj smo torej vzorce za deplecijo redčili v razmerju 1:2, čemur je sledila 
inkubacija na 37 °C v toplotni komori za 30 min, temu pa nadaljnja analiza. 
 
3.2.3 Hišna IFX ELISA 
Dan pred analizo je bilo potrebno pripraviti mikrotitrske plošče. Najprej smo na mikrotitrsko 
ploščo v vsako odprtinico z multipipeto odpipetirali po 100 µL pripravljenega TNF-α s 
koncentracijo 0,2 µg/mL (pripravljenega po istem postopku kot za deplecijske plošče). 
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Ploščico smo pokrili in jo čez noč pustili v hladilniku (inkubacija na 4 °C). S tem smo dosegli 
maksimalno vezavo TNF-α na ploščo.  
 
Ko je bila priprava plošč končana, smo za potrebe analize pripravili še pufer za blokado, 
1 % BSA/PBS. Čašo smo tesno zamašili ter pustili na sobni temperaturi, da se je BSA v celoti 
raztopil.  
 
Pred vsako analizo je bilo potrebno sprati spiralec z destilirano vodo in s spiralnim pufrom 
PBS z 0,05 % Tween 20. Potem smo na spiralcu sprali še mikrotitrsko ploščo, in sicer enkrat s 
300 µL spiralnega pufra. Ploščico smo nato dobro otresli na sveži staničevini, da v 
odprtinicah ni ostalo nič pufra. V vse odprtinice smo odpipetirali po 200 µL 1 % BSA/PBS 
pufra za blokado, ploščico pokrili in jo na sobni temperaturi v stiroporni škatli inkubirali 2 h.  
 
V tem času smo pripravili standarde in kontrole za umeritveno krivuljo. Kontrole smo redčili 
v razmerju 1:100 - v 495 L 1 % BSA/PBS smo odpipetirali po 5 L pozitivnih kontrol 1 in 2 
ter negativne kontrole. Za pripravo standardov je bilo potrebno stopenjsko redčenje. Pripravili 
smo si 5 epruvet ter v prvo odpipetirali 495 L BSA/PBS, v ostale štiri pa po 250 L. Prvi 
korak je bil enak kot pri pripravi kontrol in vzorcev – v 495 L 1 % BSA/PBS smo 
odpipetirali 5 L internega standarda IFX s koncentracijo 12 µg/mL; tako smo dobili  
koncentracijo IFX 120 ng/mL. Iz te epruvete smo 250 L prenesli v 2. epruveto in tako 
koncentracijo IFX razpolovili. Postopek smo še dvakrat ponovili (za 3. in 4. epruveto), iz 4. v 
5. epruveto pa smo prenesli le 125 L raztopine, da smo dobili tretjino poprejšnje 
koncentracije.  
 
Po prej pripravljeni shemi smo na mikrotitrsko ploščo v odprtinice nanesli po 100 L 
serumskih vzorcev (po depleciji), standardov (za umeritveno krivuljo) in kontrol (dveh 
pozitivnih ter ene negativne). Prav tako smo s hišno IFX ELISA testirali vse biološke vzorce, 
vključene v naše raziskovalno delo. Vključene vzorce smo redčili z 1% BSA/PBS v razmerju 
1:100. 
 
Mikrotitrsko ploščo smo nato prelepili s samolepilno folijo, pokrili ter odnesli v toplotno 




Pol ure pred koncem inkubacije smo iz hladilnika vzeli detekcijsko anti-IFXHRP protitelo, da 
se je pred uporabo ogrelo na sobno temperaturo. Po inkubaciji je bilo ponovno treba najprej 
sprati ploščo s spiralcem, tokrat štirikrat s po 300 L PBS z 0,05 % Tween 20. V vsako 
odprtinico smo odpipetirali po 100 µL detekcijskega anti-IFXHRP protitelesa, ploščo prelepili s 
folijo, pokrili ter odnesli nazaj v komoro na 37 °C na 30-minutno inkubacijo.  
 
Po inkubaciji smo ploščo ponovno štirikrat sprali s spiralcem in v vsako odprtinico nanesli še 
100 µL substrata TMB. Ploščo smo nato v temi na sobni temperaturi inkubirali še približno 
10 min. Po tem smo začeli s prvim merjenjem absorbance pri valovni dolžini 650 nm. Ko je 
zgornji standard dosegel absorbanco 0,950, je bilo potrebno dodati STOP raztopino za 
zaustavitev reakcije – 0,18 M žveplovo kislino H2SO4. STOP raztopino smo dodali po 100 µL 
v vsako odprtinico in še enkrat izmerili absorbanco, tokrat pri 450 nm valovne dolžine in 
referenčnem filtru 680 nm. 
 
3.2.4 Hišna anti-IFX bELISA  
Za anti-IFX bELISA smo pripravili 0,5 µg/mL IFX v PBS pufru, ki nam je služil kot antigen 
za vezavo anti-IFX iz vzorca. Z nagibanjem kadičke smo raztopino dobro premešali. Vse 
plošče smo čez noč inkubirali v hladilniku na 4 °C.  
 
Za izvedbo anti-IFX bELISA s predhodno ločbo smo morali dan pred analizo pripraviti vse 
potrebne pufre in plošče. Najprej smo pripravili blokirni pufer 1 % BSA/PBS in 1 M Tris 
pufer za nevtralizacijo. Nato smo pripravili še ocetno kislino za potrebe ločbe imunskih 
kompleksov v vzorcih. Vse pripravljene raztopine smo čez noč pustili na sobni temperaturi, 
da so se posamezne sestavine v celoti raztopile.  
 
V času zadnje enourne inkubacije TNF-α plošč v sklopu deplecije smo pripravili umeritveno 
krivuljo za anti-IFX bELISA – standarde smo pripravili v koncentracijah 5, 2,5, 1, 0,5 in 
0,2 ng/mL, tako da smo 5 µL anti-IFX MA-IFX10F9 kot internega standarda s koncentracijo 
500 ng/mL odpipetirali v 495 µL 1 % BSA/PBS, potem pa stopenjsko redčili s prenašanjem 
250 µL v vsak naslednji vzorec. Že pripravljene kontrole smo redčili v razmerju 1:25 – 10 µL 





Vzorce smo analizirali z različnimi postopki v anti-IFX bELISA: 
• Inkubirane vzorce iz tabele 2 smo analizirali v hišni anti-IFX bELISA in s tem 
preverjali nastanek imunskih kompleksov med IFX in anti-IFX preko detekcije prostih 
anti-IFX. Vzorce smo redčili 1:25 in meja zaznavnosti je bila 5 ng/mL. 
• Vzorce po depleciji IFX (slika 7) smo analizirali v anti-IFX bELISA brez ločbe in 
preverjali izgube vzorcev med prenosom pri depleciji. Vzorce smo redčili 1:260 in 
meja zaznavnosti je bila 52 ng/mL. 
• Vzorce po depleciji IFX (slika 7) smo analizirali  tudi v anti-IFX bELISA s predhodno 
ločbo, kjer smo dokazovali uspešnost ločbe imunskih kompleksov v prisotnosti IFX. 
Vzorce smo redčili 1:260 in meja zaznavnosti je bila 52 ng/mL.  
 
Za anti-IFX bELISA smo vzorce po depleciji na TNF-α plošči brez predhodne kislinske ločbe 
redčili v 1 % BSA/PBS in jih v duplikatih nanesli na plošče po shemi (100 μL na odprtinico), 
jih prekrili in na stresalniku inkubirali 2 h. 
 
Za anti-IFX bELISA smo vzorce po depleciji na TNF-α plošči s predhodno ločbo imunskih 
kompleksov pripravili tako, da smo jih prenesli v dilucijske mikrocentrifugirke. Vzorce smo 
nato redčili v razmerju 1:10 – v vsako odprtinico z 20 µL odpipetiranih vzorcev smo dodali še 
180 µL ocetne kisline in tako ločili imunske komplekse. Na sobni temperaturi smo vzorce 
inkubirali 3 min, potem pa vzorce nevtralizirali z dodatkom 60 μL Tris pufra (pH 9,5). 
Nevtralizirane vzorce smo nato kot pri klasični anti-IFX bELISA na ploščo nanesli v 
duplikatu (po 100 μL) ter prelepili s folijo. Inkubacija je potekala 2 h na stresalniku na dnevni 
svetlobi in sobni temperaturi. 
 
Po inkubaciji je bilo potrebno ponovno spiranje obeh plošč s spiralcem ter nanos 
detekcijskega protitelesa. Za anti-IFX bELISA smo detekcijsko protitelo pripravili sami – 
4 µL s HRP konjugiranega IFX smo odpipetirali v 7 mL 1 % BSA/PBS v plastični kadički in 
raztopino premešali z nagibanjem kadičke. Detekcijsko protitelo  smo na ploščo odpipetirali z 
multipipeto, po 100 μL na odprtinico, ter ploščo ponovno inkubirali na stresalniku 1 h na 
dnevni svetlobi ter sobni temperaturi. 
 
V vmesnem času smo pripravili substrat TMB, ki ga je bilo potrebno hraniti v temi in na 4 °C 
(v hladilniku). Približno 15 mL TMB smo odpipetirali v plastično epruveto, jo dobro zamašili 
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in hranili v temi na sobni temperaturi do analize, da se je v tem času substrat dovolj segrel za 
uporabo.  
 
Po inkubaciji smo plošče sprali (štirikrat po 300 μL) in odpipetirali še po 100 μL substrata na 
odprtinico. Zadnja inkubacija je potekla na sobni temperaturi približno 10 min, sledilo pa ji je 
kinetično merjenje absorbance pri 650 nm. Ko je zgornji standard dosegel absorbanco 0,950, 
smo dodali še po 100 μL 0,18 M H2SO4 (STOP raztopine) na ploščo in ponovno izmerili 
absorbanco pri 450 nm in referenčnem filtru 680 nm.  
 
3.2.5 Anti-IFX ELISA analizni komplet 
Vzorce, ki so bili vključeni v presečni skupini in so v sklopu rutinskega analiziranja imeli 
izmerjene koncentracije IFX pod 0,50 μg/mL, smo analizirali rutinsko z analiznim kompletom 
apDia anti-IFX ELISA. Za izvedbo analize z analiznim kompletom smo pripravili stripe, jih 
pritrdili na prazno mikrotitrsko ploščo ter vse reagente iz kompleta  predhodno premešali z 
obračanjem stekleničk. Pripravili smo spiralni pufer po navodilih proizvajalca.  
 
Vzorce smo pripravili v dveh redčitvah (1:25 in 1:200); za redčitev 1:25 smo v epruvetke 
odpipetirali po 10 µL vzorca ter 240 µL pufra za pripravo vzorca iz analiznega kompleta. Za 
redčitev 1:200 pa smo odpipetirali po 2 µL vzorca v 398 µL pufra za pripravo vzorca. 
Kalibratorji in kontrole so bili že v kompletu in niso potrebovali predpriprave. V odprtinice na 
stripih smo nanesli kalibratorje, kontrole ter vzorce v enojniku (100 µL na odprtinico). 
Ploščico smo prelepili s samolepilno folijo in jo v toplotni komori inkubirali 1 h na 37 °C. 
Folijo smo odlepili in jo shranili za kasnejšo uporabo. S pripravljenim spiralnim pufrom smo 
po štirikrat sprali odprtinice in ploščo dobro otresli na staničevini. Po spiranju smo v vsako 
odprtinico odpipetirali po 100 µL konjugata 1 (z biotinom konjugiran IFX, že pripravljen v 
analiznem kompletu). Ploščico smo ponovno prelepili s folijo in jo odnesli v komoro na  
37 °C za 30-minutno inkubacijo. 
 
Po končani inkubaciji s konjugatom 1 smo ponovili postopek spiranja in nato v odprtinice 
nanesli po 100 µL konjugata 2 (streptavidin, konjugiran s HRP; že pripravljen v analiznem 
kompletu). Ploščo smo, prelepljeno s folijo, inkubirali na 37 °C za 15 min. Po inkubaciji je 
sledilo še zadnje spiranje in otresanje plošče na staničevini. V odprtinice smo odpipetirali po 
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100 µL kromogenega substrata (že pripravljen v analiznem kompletu) in ploščo inkubirali na 
37 °C za 10 min. 
 
Po zadnji inkubaciji smo v odprtinice odpipetirali 50 µL STOP raztopine (H2SO4, že 
pripravljena v kompletu) in izmerili absorbanco na spektrofotometru pri 450 nm in 
referenčnem filtru 680 nm. Pri analiznem kompletu se je torej absorbanca merila le enkrat, ker 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
S klasično izvedbo anti-IFX bELISA je nemogoče določiti anti-IFX v vzorcu ob prisotnosti 
IFX, ker anti-IFX ustvari most med dvema molekulama IFX in je posledično vezan v 
kompleks z njima. Razvoj metod je zato dandanes usmerjen v raziskovanje novih postopkov, 
s katerimi bi bila možna detekcija anti-IFX, vezanih v imunske komplekse z IFX, ob 
presežkih le-tega v vzorcu.  
 
Zaradi tega smo želeli objavljeni modificirani protokol (34) še dodatno raziskati in smo v 
raziskovalno delo vključili še dodatne načine deplecij na TNF-α ploščah, s katerimi smo se 
želeli znebiti čim večjega deleža prostega IFX v vzorcu ter detektirati najvišje koncentracije 
anti-IFX. Preizkusili smo 4 vrste deplecij, in sicer z 1 x 3 h, 1 x 1 h, 2 x 1 h in 3 x 1 h 
inkubacijo vzorcev, da bi ugotovili, kateri deplecijski postopek je najbolj optimalen, torej pri 
katerem se že pred anti-IFX bELISA znebimo največ nevezanega IFX iz vzorcev, ki bi 
posledično motil določanje v komplekse vezana anti-IFX z anti-IFX bELISA v vzorcih.  
 
Poleg tega smo pred analizo z anti-IFX bELISA izvedli še kislinsko ločbo morebitno prisotnih 
imunskih kompleksov anti-IFX in IFX v vzorcih, da bi lahko s končno analizo zaznali 
prisotnost nizkih koncentracij anti-IFX v kliničnih vzorcih s pozitivnimi koncentracijami IFX.  
 
S predhodno deplecijo IFX iz vzorcev na TNF-α plošči ter nadaljnjo kislinsko ločbo imunskih 
kompleksov v vzorcih smo se torej najprej želeli znebiti čim večjega deleža nevezanega IFX 
iz vzorcev ter nato še z ocetno kislino ločiti anti-IFX, ki so bila vezana v imunske komplekse 
z IFX, da bi jih lahko nadalje določili s hišno anti-IFX bELISA.  
 
Pri posameznih analizah smo preverjali:  
• če so v pripravljenih vzorcih (preglednica II) nastali imunski kompleksi med IFX in 
anti-IFX MA-IFX10F9: vzorce smo testirali v klasični anti-IFX bELISA brez 
predhodne kislinske ločbe, kjer smo morali dobiti negativen odziv; 
• učinkovitost in uspešnost deplecije IFX na TNF-α ploščah z IFX ELISA, torej preko 
določanja koncentracije IFX v vzorcih po inkubaciji na TNF-α plošči; 
• prisotnost anti-IFX MA-IFX10F9 pri anti-IFX bELISA brez predhodne kislinske 
ločbe; želeli smo pokazati, da se ob hkratni prisotnosti IFX v vzorcu z anti-IFX 
bELISA brez ločbe res ne more določiti anti-IFX – pri vzorcih s prisotnim IFX smo 
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morali dobiti negativen odziv, ker je bil IFX v imunskih kompleksih z anti-IFX, z 
zadnjim vzorcem pri vsaki analizi, ki ni vseboval IFX, temveč samo anti-IFX MA-
IFX10F9 v različnih koncentracijah (250 ng/mL, 150 ng/mL, 75 ng/mL), pa smo želeli 
preveriti izgube pri prenosu; 
• uspešnost detekcije anti-IFX (v pripravljenih serumskih vzorcih in  kliničnih vzorcih), 
ki bi se po kislinski ločbi sprostila iz že prej dokazano nastalih imunskih kompleksov 
z IFX, pri anti-IFX bELISA z ločbo. 
 
V času optimiziranja metode smo analizirali zmesi prej določenih in pripravljenih 
koncentracij IFX (10 μg/mL, 5 µg/mL, 2 µg/mL, 1 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0 µg/mL) ter 
variirajočih koncentracij anti-IFX MA-IFX10F9 (250 ng/mL, 150 ng/mL, 75 ng/mL) ter 
enega poljubno izbranega serumskega vzorca z znano vrednostjo anti-IFX (250 ng/mL).  
 
V zaključni fazi raziskovalnega dela pa smo po optimizirani metodi anti-IFX bELISA z ločbo 
določili anti-IFX pri 42 od vseh 183 vzorcev preiskovancev iz presečne študije, zdravljenimi z 
IFX, ki so imeli predhodno izmerjene koncentracije IFX nižje od 5 µg/mL. 
 
4.1 ANALIZA RAZTOPIN Z 250 ng/mL ANTI-IFX MA-IFX10F9 IN IFX 
RAZLIČNIH KONCENTRACIJ 
a) Preverjanje nastanka imunskih kompleksov v vzorcih z anti-IFX bELISA 
Opazili smo, da se je IFX vezal z anti-IFX MA-IFX10F9 pri vseh 5 vzorcih s koncentracijo 
IFX > 0 µg/mL, torej so nastali imunski kompleksi – prostih anti-IFX MA-IFX10F9 nismo 
zaznali, razen v primeru vzorca s koncentracijo 0,5 μg/mL IFX, kjer smo zaznali prosta anti-
IFX MA-IFX10F9 v koncentraciji 9 ng/mL. V zadnjem vzorcu, kjer IFX nismo imeli v 
vzorcu (0 µg/mL), pa so bila anti-IFX MA-IFX10F9 z 214 ng/mL v vzorcu še prisotna skoraj 
v celoti (preglednica III, slika 8).  
 
Pomembno je poudariti, da je pri analizah, kjer smo preverjali nastanek imunskih 
kompleksov, spodnja meja zaznavnosti 5 ng/mL, ker smo vzorce redčili v razmerju 1:25 
(spodnji standard pa je znašal 0,2 ng/mL).   
 
V primeru 0,5 μg/mL IFX je torej nekaj anti-IFX MA-IFX10F9 (9 ng/mL) ostalo prostih. 
Protitelo IFX kot tudi anti-IFX je veliko 150 kDA, torej potrebujemo za zapolnitev dveh 
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vezavnih mest na enem anti-IFX dve molekuli IFX. Kljub temu da imamo dvakratno 
koncentracijo IFX, pa vseeno ni prišlo do popolne zapolnitve anti-IFX MA-IFX10F9 
vezavnih mest.  
 




Slepa < 5 
10 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9  < 5 
5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
2 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
1 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
0,5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 9 
0 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 214 
 
 
Slika 8: Preverjanje nastanka imunskih kompleksov med 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. IFX 
 
b) IFX ELISA 
Z IFX ELISA smo izračunali, kolikšno zmanjšanje koncentracije IFX (v % glede na začetno 
koncentracijo IFX)  smo zaznali v vzorcu, ko smo uspešno naredili imunske komplekse med 
IFX in anti-IFX MA-IFX10F9 in po depleciji vzorcev. Spodnja meja kvantifikacije oz. 
zaznavnosti je bila pri metodi IFX ELISA 0,50 µg/mL (spodnji standard je znašal 5 ng/mL, 



















































V primeru analiziranja učinkovitosti deplecije IFX iz vzorca z IFX ELISA se je za 
najuspešnejšo izkazala 3 x 1 h deplecija. Lahko sklepamo, da je bila deplecija uspešnejša pri 
ploščah z večkratnim (dvakratnim ter trikratnim) prenašanjem, ker smo vzorce vsakič prenesli 
na svežo TNF-α ploščo, medtem ko so se pri ostalih dveh prenesli samo enkrat. 
 
V vzorcu z začetno koncentracijo 10 μg/mL IFX smo v vseh štirih deplecijah zaznali znižanje 
koncentracije IFX (preglednica IV, slika 9). Največje znižanje koncentracije smo dosegli s 3 x 
1 h deplecijo, medtem ko smo najmanjšo dosegli po 1 x 1 h depleciji. V vzorcu z začetno 
koncentracijo 5 μg/mL IFX smo prav tako največjo deplecijo dosegli s 3 x 1 h in najmanjšo z 
1 x 1 h inkubacijo na TNF-α plošči. V vzorcu z začetno koncentracijo 2 μg/mL IFX smo 
zopet najslabšo deplecijo dosegli z 1 x 1 h inkubacijo, pri vzorcu z 1 μg/mL IFX pa smo 
zaznali IFX v vzorcu le po 1 x 1 h depleciji, medtem ko v ostalih deplecijah IFX v vzorcu 
nismo zaznali oz. so bile koncentracije pod mejo zaznavnosti.  
 
Pri rezultatih 1 x 1 h inkubacije pa je zanimivo še to, da se delež depliranega IFX 
procentualno ne razlikuje glede na začetno koncentracijo IFX – tako pri 10 µg/mL kot pri 
1 µg/mL začetnega IFX smo se znebili cca. 50 % IFX (preglednica IV). Ta vrsta deplecije se 
je izkazala za najslabšo - v vsakem vzorcu smo se torej znebili le približno polovice IFX, 
čeprav je bilo pričakovati, da se bomo v prvem vzorcu z najvišjo koncentracijo IFX znebili 
največjega deleža le-tega. Razloge za takšne meritve lahko iščemo v dejstvu, da so se vzorci 
inkubirali le 1 h na isti plošči in ni bilo vmesnega prenosa vzorcev na svežo ploščo, da 
mogoče plošča po inkubaciji ni bila dovolj natančno sprana in posušena na staničevini in je v 




Preglednica IV: Rezultati meritev IFX ELISA v raztopinah z 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. IFX  
  
IFX (µg/mL) 













10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 1,23 12  88  2,46 25  75  
5 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 0,57 11  89  1,54 31  69  
2 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9  < 0,50   0,52 26  74  
1 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9  < 0,50   < 0,50   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9  < 0,50   < 0,50   
0 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9  0   0   
  
IFX (µg/mL) 













10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 5,41 54  46  7,25 73  27  
5 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 3,37 67  33  2,24 45 55  
2 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 1,16 58  42  0,55 28  72  
1 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 0,50 50  50  < 0,50   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   
0 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 0   0   
 
 
Slika 9: Določanje koncentracije prostega IFX z IFX ELISA na vzorcih z 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in 



































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
1 x 3h na TNF-α plošči
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c) Anti-IFX bELISA brez ločbe imunskih kompleksov in s predhodno deplecijo 
Z anti-IFX bELISA brez ločbe (in s predhodno deplecijo) smo želeli pokazati, da anti-IFX 
MA-IFX10F9 ob hkratni prisotnosti IFX v vzorcu ta metoda ne more določiti, z zadnjim 
vzorcem, ki ni vseboval IFX, temveč samo anti-IFX MA-IFX10F9 koncentracije 250 ng/mL, 
pa smo želeli preveriti, če je prišlo do izgube vzorca in posledično tudi anti-IFX pri prenosu 
vzorcev med posameznimi inkubacijami na sveže plošče. Spodnja meja zaznavnosti pri anti-
IFX bELISA po depleciji brez ločbe je bila 52 ng/mL anti-IFX, ker smo vzorce redčili v 
razmerju 1:260 (spodnji standard pa je znašal 0,2 ng/mL). 
 
Za najbolj optimalni deplecijski metodi sta se izkazali enkratni inkubaciji, in sicer 1 x 1 h ter 
1 x 3 h inkubacija na TNF-α ploščah brez vmesnega prenosa vzorcev med ploščami 
(preglednica V, slika 10). Pri obeh smo v zadnjem vzorcu (z začetno koncentracijo anti-IFX 
MA-IFX10F9 250 ng/mL) zaznali koncentracijo anti-IFX skoraj enako začetni. Pri drugih 
dveh inkubacijah, kjer vzorce prenašamo z namenom večje deplecije IFX, pa smo pokazali 
izgubo anti-IFX, saj smo zaznali padec začetne koncentracije anti-IFX (preglednica V). 
Pomembno je poudariti, da je lahko bil tu problem natančnost prenosa vzorcev iz ene na 
drugo mikrotitrsko ploščo, saj smo imeli volumen vzorca 150 μL, ostanki vzorcev so ostali v 
odprtinicah na ploščah, zaradi česar pride do izgube vzorcev, kar se pokaže pri končnih 
meritvah.  
 
Glede na meritve lahko predpostavimo, da so imunski kompleksi pod temi pogoji stabilni, ker 
nismo nikjer zaznali prostih anti-IFX. Samo zadnji vzorec, ki ni vseboval IFX, je lahko bil pri 
tej analizi merilo za natančnost prenosa vzorcev v okviru izvedene deplecije.  
 

















10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
2 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     




   
 
anti-IFX (ng/mL) 


















10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52     
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
2 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52     < 52     
0 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 246 98 2  250 100  0 
 
 
Slika 10: Rezultat anti-IFX bELISA brez ločbe na vzorcih z 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. 
IFX pri vseh štirih deplecijah 
 
d) Anti-IFX bELISA s predhodno ločbo imunskih kompleksov 
Pri anti-IFX bELISA z ločbo smo najvišjo koncentracijo ločenih anti-IFX MA-IFX10F9 v 
vzorcih zaznali po najkrajši, 1 x 1 h inkubaciji na TNF-α plošči, s katero smo uspešno 
odstranili nevezani IFX. Ločena anti-IFX MA-IFX10F9 smo po 1 x 1 h inkubaciji na TNF-α 
plošči zaznali še v vzorcih pri začetni koncentraciji 5 µg/mL IFX (v 38 %), pri vzorcu z 
začetno koncentracijo 10 µg/mL pa ne več (preglednica VI, slika 11). Pri tej inkubaciji je bila 
ločba imunskih kompleksov najuspešnejša in zaznali smo največ ločenih anti-IFX; lahko 













































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
1 x 3h na TNF-α plošči
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ugotovili, da so pri večkratnih prenosih (deplecijah) prisotne večje izgube vzorcev in da je 
posledično ločba manj uspešna zaradi večje možnosti človeške napake in natančnosti prenosa 
150 µL.  
 
Spodnja meja zaznavnosti je tudi pri anti-IFX bELISA po depleciji z ločbo znašala 52 ng/mL 
anti-IFX, ker smo vzorce - tako kot pri anti-IFX bELISA brez ločbe - redčili v razmerju 1:260 
(spodnji standard pa je znašal 0,2 ng/mL). 
 
Glede na to, da ločenih anti-IFX MA-IFX10F9 pri koncentraciji IFX 10 µg/mL v vzorcu 
nismo več zaznali, smo na tej točki že sklepali, da bi bilo za nadaljno analizo logično izbrati 
vzorce bolnikov s koncentracijami IFX do 5 µg/mL (preglednica VI). 
 

















10 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   
5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   
2 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 96 38  62  98 39  61  
1 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 99 40  60  118 47  53  
0,5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 153 61  39  158 63  37  
0 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 199 79  21  236 94  6  
 
anti-IFX (ng/mL) 













10 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   
5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 96 38 62  < 52   
2 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 123 49  51  < 52   
1 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 164 66  34  96 38  62  
0,5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 203 81  19  124 49  51  
0 µg/mL IFX + 





Slika 11: Rezultat anti-IFX bELISA s predhodno ločbo na vzorcih z 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi 
konc. IFX pri vseh štirih deplecijah 
 
4.2 ANALIZA RAZTOPIN S 150 ng/mL ANTI-IFX MA-IFX10F9 IN IFX 
RAZLIČNIH KONCENTRACIJ  
Testiranje vseh metod z nižjo koncentracijo monoklonskega anti-IFX MA-IFX10F9 je dalo 
primerljive rezultate s prejšnjo analizo z 250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in IFX različnih 
koncentracij – za najbolj optimalno deplecijo za anti-IFX bELISA se je tudi tukaj izkazala 
1 x 1 h deplecija na TNF-α plošči. Na tej točki raziskovalnega dela smo opustili 1 x 3 h 
inkubacijo.  
 
a) Preverjanje nastanka imunskih kompleksov v vzorcih z anti-IFX bELISA 
Opazili smo, da se je IFX vezal z anti-IFX pri vseh 5 vzorcih s koncentracijo IFX > 0 µg/mL, 
torej so nastali imunski kompleksi – prostih anti-IFX MA-IFX10F9 smo se znebili. V 
zadnjem vzorcu, kjer IFX nismo imeli v vzorcu (0 µg/mL), pa so bila anti-IFX MA-IFX10F9 
v vzorcu še prisotna skoraj v celoti (125 ng/mL), saj nismo zaznali nastanka imunskih 
kompleksov (preglednica VII, slika 12). Meja zaznavnosti je bila tudi tukaj 5 ng/mL. 
 
V vseh vzorcih, z izjemo zadnjega (0 μg/mL IFX), smo dosegli nastanek kompleksov med 
IFX in anti-IFX MA-IFX10F9. V nasprotju s prvo analizo na vzorcih, ki so vsebovali 













































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
1 x 3h na TNF-α plošči
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in anti-IFX MA-IFX10F9 tudi pri začetni koncentraciji IFX 0,5 µg/mL, ker smo v tem 
primeru imeli za 0,1 µg/mL nižjo koncentracijo anti-IFX MA-IFX10F9, in so se lahko z IFX 
zapolnila vsa vezavna mesta na anti-IFX in v raztopini ni ostalo prostih anti-IFX MA-
IFX10F9 (preglednica VII). 
 




10 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
2 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
1 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
0,5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
0 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 125 
 
 
Slika 12: Preverjanje nastanka imunskih kompleksov med 150 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. IFX 
 
b) IFX ELISA 
Tukaj se je za najbolj učinkovito deplecijo IFX izkazala metoda 3 x 1 h inkubacije na TNF-α 
ploščah. IFX smo pri začetni koncentraciji IFX 5 µg/mL že skoraj v celoti (85 %) deplirali. 
Pri najvišji koncentraciji začetnega IFX v vzorcu (10 µg/mL) je bila deplecija 79 % uspešna 




















































Kljub temu so se kasneje pri anti-IFX bELISA pri isti vrsti inkubacije (3 x 1 h) ugotovile 
izgube, najverjetneje zaradi večkratnega prenosa vzorcev in posledično omejene natančnosti, 
zaradi česar se ta metoda ni izkazala za najboljšo. 
 
Lahko sklepamo, da je bila deplecija IFX uspešnejša pri ploščah z večkratnim (dvakratnim ter 
trikratnim) prenašanjem, ker smo vzorce vsakič prenesli na svežo TNF-α ploščo, medtem ko 
so se pri 1 x 1 h inkubaciji prenesli samo enkrat; pri 1 x 1 h inkubaciji smo IFX še zaznali v 
vzorcu z začetno koncentracijo IFX 2 µg/mL, in sicer v 54 % (preglednica VIII, slika 13). 
 


























10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 2,09 21  79  3,98 40  60 7,56 76  24  
5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 0,74 15  85  1,46 30  70 3,15 63  37  
2 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   1,07 54  46  
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   < 0,50   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   < 0,50   
0 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 0   0   0   
 
 
Slika 13: Določanje koncentracije prostega IFX z IFX ELISA na vzorcih s 150 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in 





































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
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c) Anti-IFX bELISA brez ločbe imunskih kompleksov in s predhodno deplecijo  
Anti-IFX MA-IFX10F9 smo zaznali le pri zadnjem vzorcu, z začetno ničelno koncentracijo 
IFX pri 1 x 1 h in 2 x 1 h inkubaciji na TNF-α ploščah (preglednica IX, slika 14). Meja 
zaznavnosti je bila tudi tukaj 52 ng/mL anti-IFX.  
 
Sicer je bila metoda 2 x 1 h inkubacije tukaj bolj uspešna kot metoda 1 x 1 h inkubacije, saj 
smo zaznali večjo koncetracijo (92 %) prvotnih anti-IFX MA-IFX10F9 – lahko bi sklepali, da 
je bila pri dvakratni inkubaciji dosežena višja medanalizna in znotrajanalizna natančnost, ki 
skupaj s točnostjo izvedene analize lahko botruje sicer nepričakovanemu rezultatu 
(preglednica IX).  
 
Tudi tukaj - podobno kot pri analizi z 250 ng/mL anti-IFX - ugotovimo, da je prišlo do izgub 
vzorca zaradi omejene natančnosti prenosa vzorcev iz ene na drugo mikrotitrsko ploščo. Spet 
lahko predpostavimo, da so imunski kompleksi pod temi pogoji stabilni, so pa lahko bila 
prisotna prosta anti-IFX MA-IFX10F9, vendar je bila naša meja zaznavnosti pri 52 ng/mL 
anti-IFX previsoka, da bi jih zaznali. 
 



























10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
2 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
0 µg/mL IFX +  





Slika 14: Rezultat anti-IFX bELISA brez ločbe na vzorcih s 150 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. 
IFX pri treh deplecijah 
d) Anti-IFX bELISA s predhodno ločbo imunskih kompleksov 
Metoda anti-IFX bELISA s predhodno ločbo pri 1 x 1 h inkubaciji se je tudi pri koncentraciji 
anti-IFX MA-IFX10F9 150 ng/mL izkazala za najbolj učinkovito. Ločena anti-IFX MA-
IFX10F9 smo v 41 % zaznali še pri vzorcu z začetno koncentracijo IFX 2 µg/mL (preglednica 
X, slika 15). 
 
Pri vzorcu s koncentracijo IFX 5 μg/mL ločenih anti-IFX MA-IFX10F9 nismo več zaznali, 
ker smo pri tej analizi imeli anti-IFX s končno koncentracijo 150 ng/mL, torej 100 ng/mL 
nižjo koncentracijo kot pri prvotni analizi, zaradi česar se lahko vsa anti-IFX vežejo na IFX – 
ta še ostane v raztopini v presežku – in anti-IFX v vzorcu ne zaznamo več. 
 




(ng/mL) po  
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(ng/mL) po  






10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
5 µg/mL IFX +   
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
2 µg/mL IFX +    
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   62 41  59  
1 µg/mL IFX +    
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   60 40  60  64 43  57  
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   83 56  44  88 59  41  
0 µg/mL IFX +    















































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči




Slika 15: Rezultat anti-IFX bELISA s predhodno ločbo na vzorcih s 150 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi 
konc. IFX pri treh deplecijah 
 
4.3 ANALIZA RAZTOPIN S 75 ng/mL ANTI-IFX MA-IFX10F9 IN IFX 
RAZLIČNIH KONCENTRACIJ 
Rezultati so bili povsem primerljivi s prejšnjimi analizami z višjo koncentracijo začetnih anti-
IFX MA-IFX10F9 (150 ng/mL in 250 ng/mL). Za najbolj optimalno vrsto deplecije za anti-
IFX bELISA se je izkazala metoda 1 x 1 h inkubacije na TNF-α plošči.  
 
a) Preverjanje nastanka imunskih kompleksov v vzorcih z anti-IFX bELISA 
Opazili smo, da se je IFX vezal z anti-IFX pri vseh 5 vzorcih s koncentracijo IFX > 0 µg/mL, 
torej so nastali imunski kompleksi – prostih anti-IFX smo se znebili. V zadnjem vzorcu, kjer 
IFX nismo imeli v vzorcu (0 µl/mL), pa naj bi bila anti-IFX v vzorcu še prisotna v celoti 
(75 ng/mL), v našem primeru smo zaznali koncentracijo 61 ng/mL, torej 81 % začetne 
koncentracije (preglednica XI, slika 16). Izgubo deleža protiteles bi lahko pripisali slabši 
znotrajanalizni ter medanalizni ponovljivosti. Zaradi več dejavnikov, npr. da smo postopek 
ponavljali večkrat in so bile pripravljene raztopine pri prvi analizi sveže, pri kasnejši pa ne 
več, da se je analiza v večjem delu izvajala ročno, ne avtomatizirano, da so se vzorci prenašali 
in to z določeno natančnostjo (150 µL), lahko sklepamo, da je prišlo do analitične napake in 
posledično izgube deleža vzorca.  
 
V nasprotju s prvo analizo, ki je vsebovala raztopine s koncentracijo anti-IFX 250 ng/mL ter 













































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
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smo tukaj uspešno ustvarili imunske komplekse med IFX in anti-IFX MA-IFX10F9 tudi pri 
začetni koncentraciji IFX 0,5 µg/mL, ker smo v tem primeru imeli še za polovico nižjo 
koncentracijo anti-IFX od poprejšnje (75 ng/mL). V tem primeru so se lahko z IFX zapolnila 
vsa vezavna mesta na anti-IFX in v raztopini ni ostalo prostih anti-IFX MA-IFX10F9. 
 
Preglednica XI: Preverjanje nastanka imunskih kompleksov med 75 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. IFX 
VZORCI 
Konc. anti-IFX  
MA-IFX10F9 (ng/mL) 
10 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
2 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
1 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
0,5 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 < 5 
0 µg/mL IFX + anti-IFX MA-IFX10F9 61 
 
 
Slika 16: Preverjanje nastanka imunskih kompleksov med 75 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi konc. IFX 
 
b) IFX ELISA 
Tukaj se je za najbolj učinkovito deplecijo IFX izkazala metoda 3 x 1 h inkubacije, ker smo se 
že pri začetni koncentraciji IFX 10 µg/mL znebili največjega deleža IFX, in sicer 94 %. V 
vzorcu z začetno koncentracijo 10 μg/mL IFX smo v vseh treh deplecijah zaznali znižanje 



















































uspešnejša zaradi večkratnega prenosa vzorcev,  ker smo vzorce vsakič prenesli na svežo 
TNF-α ploščo. 
 
V vzorcu z začetno koncentracijo 5 μg/mL IFX smo prav tako največjo deplecijo IFX dosegli 
pri 3 x 1 h inkubaciji, pri kateri IFX nismo več zaznali, najmanjšo pa z 1 x 1 h inkubacijo na 
TNF-α plošči, pri kateri smo deplirali le 46 % IFX (preglednica XII). 
 
V vzorcu z začetno koncentracijo 2 μg/mL IFX smo zopet najslabšo deplecijo dosegli z 
1 x 1 h inkubacijo, pri  ostalih deplecijah pa IFX v vzorcu nismo več zaznali oz. so bile 
koncentracije pod mejo zaznavnosti (0,50 μg/mL).  
 


























10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 0,60 6  94  2,27 23  77  5,80 58  42  
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   1,13 23  77  2,72 54  46  
2 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   0,88 44  56  
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   <0,50   < 0,50   
0,5 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 0,50   < 0,50   < 0,50   
0 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 0   0   0   
 
 
Slika 17: Določanje koncentracije prostega IFX z IFX ELISA na vzorcih s 75 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in 


































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
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c) Anti-IFX bELISA brez ločbe imunskih kompleksov in s predhodno deplecijo 
Najmanjšo izgubo anti-IFX MA-IFX10F9, in sicer 7 % spremembo v začetni koncentraciji 
(75 ng/mL), smo zaznali pri 2  x 1 h inkubaciji na TNF-α plošči. Pri 1 x 1 h inkubaciji pa je 
prišlo do 100 % zaznave anti-IFX MA-IFX10F9 v raztopini (preglednica XIII, slika 18).  
 
Rezultati so glede na predhodne analize z 250 in 150 ng/mL anti-IFX logični; pri 1 x 1 h 
inkubaciji je prišlo samo do enega prenosa vzorcev in posledično do najmanjše  izgube; pri 
2 x 1 h inkubaciji je prišlo do dveh prenosov in je izguba protiteles že večja; pri 3 x 1 h 
inkubaciji pa anti-IFX MA-IFX10F9 sploh nismo zaznali pri nobenem vzorcu (preglednica 
XIII).   
 
Spet lahko predpostavimo, da so imunski kompleksi pod temi pogoji stabilni, so pa lahko bila 
prisotna še nevezana, prosta anti-IFX MA-IFX10F9, vendar je bila naša meja zaznavnosti pri 
52 ng/mL anti-IFX prenizka. 
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10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
2 µg/mL IFX + 
 anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
1 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
0 µg/mL IFX +  




Slika 18: Rezultat anti-IFX bELISA brez ločbe na vzorcih s 75 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9  in različnimi konc. IFX 
pri treh deplecijah 
 
d) Anti-IFX bELISA s predhodno ločbo imunskih kompleksov 
Največ ločenih anti-IFX MA-IFX10F9, in sicer 89 % glede na začetno koncetracijo IFX 
0,5 µg/mL, smo zaznali pri 2 x 1 h inkubaciji na TNF-α plošči. Pri 1 x 1 h inkubaciji ter 
0,5 µg/mL IFX smo zaznali 82 % anti-IFX MA-IFX10F9, pri 0 µg/mL IFX pa 100 % anti-
IFX MA-IFX10F9, zato je bila ta metoda inkubacije in posledično ločba imunskih 
kompleksov najbolj učinkovita (preglednica XIV, slika 19).  
 
Pri vzorcu s koncentracijo IFX 1 μg/mL anti-IFX nismo več zaznali, ker smo pri tej analizi 
uporabili anti-IFX MA-IFX10F9 s koncentracijo 75 ng/mL, torej še za polovico nižjo 
koncentracijo kot pri prejšnji analizi (150 ng/mL), zaradi česar so se lahko vsa anti-IFX MA-
IFX10F9 vezala na IFX in ločenih anti-IFX MA-IFX10F9 v vzorcu nismo več zaznali, IFX pa 



















































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
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10 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
2 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
1 µg/mL IFX + 
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   < 52   < 52   
0,5 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 < 52   67 89  11  62 82  18  
0 µg/mL IFX +  
anti-IFX MA-IFX10F9 60 80  20  73 98  2  75 100   
 
 
Slika 19: Rezultat anti-IFX bELISA s predhodno ločbo na vzorcih s 75 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9 in različnimi 
















































3 x 1h na TNF-α plošči 
2 x 1h na TNF-α plošči
1 x 1h na TNF-α plošči
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4.4 ANALIZA RAZTOPIN POLJUBNEGA SERUMSKEGA VZORCA IN 
IFX RAZLIČNIH KONCENTRACIJ 
Ob primerjavi  vseh vrst deplecij, ki smo jih naredili, smo že sprotno ugotovili razlike v 
uspešnosti, zato smo lahko za končno testiranje poljubnega serumskega vzorca ter nadaljnje 
testiranje kliničnih vzorcev za celokupno najučinkovitejši postopek izbrali deplecijski 
postopek 1 x 1 h inkubacije vzorcev na TNF-α plošči ter analizo z anti-IFX bELISA; pri vseh 
testiranih koncentracijah smo pri tej vrsti deplecije imeli najmanjše izgube anti-IFX (pri 
bELISA brez ločbe) ter največ zaznanih ločenih anti-IFX (pri bELISA z ločbo). Sicer se ta 
vrsta deplecije ni izkazala za najbolj optimalno pri metodi IFX ELISA, ker smo ravno pri 1 x 
1 h depleciji izmerili najnižji delež depliranega IFX (kar pomeni, da smo se znebili količinsko 
najmanj zdravila pri najkrajši depleciji), največjega pa pri 3 x 1 h depleciji, vendar za nas IFX 
ELISA ni bila ključnega pomena – želeli smo optimizirati metodo bELISA za določanje anti-
IFX v serumu.  Zato smo za nadaljno testiranje izbrali 1 x 1 h deplecijsko metodo, pri kateri 
smo zaznali najvišje koncentracije anti-IFX MA-IFX10F9. 
 
S slednjo, optimizirano metodo za določanje anti-IFX v serumskih vzorcih, smo testirali še 
serumski vzorec naključnega preiskovanca, za katerega smo že predhodno poznali izmerjeno 
vrednost anti-IFX; začetna koncentracija anti-IFX v serumskem vzorcu je bila 250 ng/mL, 
potem pa smo po istem postopku kot pri vseh poprejšnjih vzorcih pripravili raztopine anti-IFX 
z različnimi koncentracijami IFX (preglednica II). Končna koncentracija anti-IFX v raztopini 
je znašala 125 ng/mL, ker je šlo za redčitev 1:2. Na ta način smo preverili optimizirano 
metodo (z 1 x 1 h deplecijsko metodo) z uporabo serumskega vzorca z znano koncentracijo 
anti-IFX in dokazali pravilnost preizkušenih metod anti-IFX bELISA. Izvedli smo le anti-IFX 
bELISA brez ter s predhodno kislinsko ločbo. 
 
a) Anti-IFX bELISA brez ločbe imunskih kompleksov in s predhodno deplecijo 
Anti-IFX smo zaznali le pri zadnjem vzorcu, z ničelno koncentracijo IFX; glede na to, da je 
bila končna koncentracija serumskega vzorca 125 ng/mL (začetna koncentracija je znašala 
250 ng/mL, vzorce smo redčili 1:2), so dobljeni rezultati primerljivi s tistimi, ki smo jih dobili 
pri analizi s 150 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9. 
 
Ker smo opravili le 1 x 1 h inkubacijo, je prišlo samo do enega prenosa vzorcev in posledično 
je izguba protiteles nizka (3 %). Pri vzorcu s koncentracijo IFX 0,5 μg/mL anti-IFX nismo več 
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zaznali, kar pomeni, da so bila na tej točki že vsa anti-IFX vezana v imunske komplekse z 
IFX (preglednica XV, slika 20). 
  
Spet lahko predpostavimo, da so imunski kompleksi pod temi pogoji stabilni, so pa lahko bila 
prisotna še nevezana anti-IFX, vendar je bila naša meja zaznavnosti pri 52 ng/mL anti-IFX 
previsoka, da bi jih lahko določili. 
 
Preglednica XV: Rezultati meritev anti-IFX bELISA brez ločbe v raztopinah serumskega vzorca in različnih konc. IFX po 
1 x 1h inkubaciji 
VZORCI 
anti-IFX (ng/mL) po  





10 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
5 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
2 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
1 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
0,5 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
0 µg/mL IFX + serumski vzorec 122 97  3  
 
 













































b) Anti-IFX bELISA s predhodno ločbo imunskih kompleksov 
Anti-IFX smo pri bELISA s predhodno ločbo zaznali samo še pri vzorcu z začetno 
koncentracijo IFX 1 µg/mL, in sicer v 52 %, pri višjih koncentracijah IFX pa ne več. V 
vzorcu z začetno koncentracijo IFX 0,5 µg/mL je prišlo do zaznave 75 % prvotne 
koncentracije anti-IFX. V vzorcu brez IFX smo anti-IFX zaznali v 88 %, zaradi česar lahko 
sklepamo, da je prišlo do izgube protiteles zaradi analitske nenatančnosti pri prenosu vzorcev 
(preglednica XVI, slika 21). Problem tudi tukaj predstavlja (pre)visoka spodnja meja 
zaznavnosti (52 ng/mL) - metoda ni dovolj občutljiva. 
 
Pri vzorcu s koncentracijo IFX 2 μg/mL anti-IFX nismo več zaznali, ker smo pri tej analizi 
uporabili serumski vzorec s končno koncentracijo 125 ng/mL, torej enkrat nižjo koncentracijo 
kot pri prvotni analizi (250 ng/mL), zaradi česar so se lahko vsa anti-IFX vezala na IFX – ta je 
ostal v raztopini v presežku – in anti-IFX v vzorcu nismo zaznali več. 
 










10 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
5 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
2 µg/mL IFX + serumski vzorec < 52   
1 µg/mL IFX + serumski vzorec 65 52  48  
0,5 µg/mL IFX + serumski vzorec 94 75  25  
0 µg/mL IFX + serumski vzorec 110 88  12  
 
 







































Z opravljenimi analizami smo objavljeno metodo (34) želeli izboljšati, kar smo uspeli do te 
mere, da smo pokazali, da lahko v vzorcih do 5 µg/mL IFX določamo iz imunskih 
kompleksov ločena anti-IFX, če jih je seveda v vzorcu dovolj, kar smo npr. dokazali pri 
analizi z začetno koncentracijo anti-IFX MA-IFX10F9 250 ng/mL. Imunski kompleksi v 
pripravljenih vzorcih so po kislinski ločbi razpadli, kot smo predvidevali, da bodo, torej tudi 
pri koncentracijah IFX, ki so do 20x večje od koncentracije anti-IFX (5 µg/mL IFX napram 
250 ng/mL anti-IFX MA-IFX10F9).  
 
Potrebno pa je omeniti, da je večja verjetnost, da se ločena anti-IFX  ponovno povežejo v 
imunske komplekse z IFX, če gre za raztopino z velikim razponom v koncentracijah – če je 
količina IFX v raztopini mnogo večja od količine anti-IFX, se imunski kompleksi med 
postopkom nevtralizacije vzorca po kislinski ločbi lažje ponovno povežejo in v raztopini 
ostane manj nevezanih anti-IFX. V primeru, da je anti-IFX v raztopini več in da razpon med 
koncentracijama anti-IFX in IFX ni tako velik, pa je večja verjetnost, da bodo imunski 
kompleksi po kislinski ločbi ostali v razpadlem stanju.  
 
4.5 TESTIRANJE KLINIČNIH VZORCEV BOLNIKOV S KVČB   
V zadnjem delu raziskovalnega dela smo po optimizirani metodi anti-IFX bELISA z ločbo 
določali anti-IFX tudi v 42 od vseh 183 vzorcev preiskovancev iz presečne študije, 
zdravljenimi z IFX, ki so imeli predhodno rutinsko izmerjene koncentracije IFX nižje od 
5 µg/mL. Poleg vzorcev je bil vključen tudi slepi vzorec (puferska raztopina) in kontrola z 
znano vrednostjo anti-IFX, da smo preverili točnost izvedene analize (preglednica XVII). 
Spodnja meja zaznavnosti je bila 52 ng/mL.  
 





predhodno rutinsko izmerjene 
konc. IFX (μg/mL) 
kontrola 88  
vzorec 1 < 52 < 0,50 
vzorec 2 125 < 0,50 
vzorec 3 < 52 < 0,50 
vzorec 4 95 < 0,50 
vzorec 5 92 < 0,50 
vzorec 6 99 < 0,50 
vzorec 7 < 52 < 0,50 
vzorec 8 < 52 < 0,50 
vzorec 9 < 52 1,47 
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vzorec 10 < 52 1,49 
vzorec 11 < 52 1,77 
vzorec 12 < 52 1,81 
vzorec 13 < 52 2,11 
vzorec 14 < 52 2,34 
vzorec 15 < 52 2,60 
vzorec 16 < 52 2,64 
vzorec 17 < 52 2,81 
vzorec 18 < 52 2,81 
vzorec 19 < 52 2,93 
vzorec 20 < 52 2,02 
vzorec 21 < 52 3,40 
vzorec 22 < 52 3,71 
vzorec 23 < 52 4,04 
vzorec 24 < 52 3,30 
vzorec 25 < 52 3,45 
vzorec 26 < 52 3,09 
vzorec 27 < 52 4,19 
vzorec 28 < 52 4,87 
vzorec 29 < 52 4,62 
vzorec 30 < 52 4,41 
vzorec 31 < 52 3,02 
vzorec 32 < 52 4,33 
vzorec 33 < 52 3,82 
vzorec 34 < 52 3,83 
vzorec 35 < 52 4,25 
vzorec 36 < 52 4,62 
vzorec 37 < 52 4,43 
vzorec 38 < 52 4,96 
vzorec 39 < 52 4,64 
vzorec 40 < 52 4,37 
vzorec 41 < 52 2,89 
vzorec 42 < 52 3,99 
 
Vsi vključeni preiskovanci so imeli izmerjene vrednosti IFX do 5 µg/mL, ker smo objavljeno 
metodo (34) uspeli izboljšati ravno do te mere, da smo z našo optimizirano deplecijsko 
metodo lahko iz imunskih kompleksov ločena anti-IFX določili v vzorcih do te koncentracije 
(5 µg/mL IFX), če je seveda vzorec vseboval zadostno oz. še zaznavno količino anti-IFX.  
 
Izkazalo se je, da smo z anti-IFX bELISA s kislinsko ločbo pozitivne oz. povišane vrednosti 
anti-IFX izmerili le pri tistih, ki so imeli izmerjene vrednosti IFX < 0,50 µg/mL in smo 
protitelesa zaznali že pri rutinskem določanju anti-IFX z anti IFX bELISA brez kislinske 
ločbe (vzorci 2, 4, 5 in 6). Pri nobenem od vzorcev nismo zaznali anti-IFX pri predhodno 





Med razlogi za to so lahko med drugim:  
- prevelika redčitev vzorcev, ki pa jo zaradi kislinske ločbe ter nadaljnje nevtralizacije 
vzorcev težko zmanjšamo; 
 
- previsoka meja zaznavnosti (»cut-off« problem) pri obeh metodah anti-IFX bELISA: 
pri anti-IFX bELISA po depleciji IFX z ali brez predhodne kislinske ločbe je zaradi redčitve 
1:260 meja zaznavnosti znašala 52 ng/mL; ker koncentracij pod to mejo z uporabljeno metodo 
ni bilo možno natančno določiti oz. jih pri merjenju nismo mogli zaznati, je mogoče, da smo 
sicer imeli vzorce s pozitivnimi vrednostmi anti-IFX, torej z vrednostmi nad 0 ng/mL in do 52 
ng/mL, vendar jih s to metodo ni bilo mogoče izmerili; 
 
- izgube protiteles pri prenosu vzorcev pri depleciji zaradi človeške napake in nenatančnosti 
prenosa (150 µL vzorca se prenese, ostanki ostanejo v odprtinicah na mikrotitrskih ploščah); 
 
- manjša občutljivost naše, prilagojene metode anti-IFX bELISA v primerjavi z originalno 
metodo iz znanstvenega članka (34): v originalni različici so za primarni konjugat uporabili 
biotin, vezan na IFX, za sekundarni konjugat pa HRP, vezan na streptavidin - sistem biotin-
streptavidin pripomore k ojačanju signala pri spektrofometričnem merjenju; v naši prilagojeni 
različici pa smo uporabili HRP, vezano na IFX; vrednosti vzorcev se je merilo 
spektrofotometrično v obeh primerih – v originalni metodi so merili absorbanco pri 490 nm 
(34), mi pa smo jo pri 450 nm –, vendar je originalna metoda zaradi uporabljenega dvojnega 
konjugata biotin-streptavidin bolj občutljiva od naše; 
 
- uporabljeno monoklonsko protitelo anti-IFX MA-IFX10F9 s koncentracijo 500 ng/mL za 
optimizacijo objavljene metode (33, 34), v primerjavi s poliklonskim humanim 
protitelesom v testiranih kliničnih serumskih vzorcih: MA-IFX10F9, ki vsebujejo humani 
ter mišji del, smo po optimizaciji bELISA s kislinsko ločbo uspešno zaznali, medtem ko je 
bila detekcija humanih poliklonskih anti-IFX v kliničnih vzorcih dosti slabša; prednost 
poliklonskih protiteles je sicer v posedovanju več različnih paratopov, s katerimi se lahko 
vežejo na več različnih delov na antigenu, ne samo na enega, ter v večji stabilnosti in 
robustnosti glede spreminjajočih se pogojev analize, obstaja pa slabost glede navzkrižne 
reaktivnosti ter medanaliznih variacij, zaradi česar lahko dobimo nepravilne rezultate meritev 
(35); uporabljeno monoklonsko protitelo anti-IFX MA-IFX10F9 pa je po drugi strani veliko 
bolj specifično protitelo, ker imajo monoklonska protitelesa točno določeno tarčo vezave na 
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antigenu - v našem primeru je bila tarča IFX; pri detekciji anti-IFX v kliničnih vzorcih je bila 
torej specifičnost veliko slabša zaradi prisotnosti poliklonskih protiteles, medtem ko je bila pri 
pripravljenih vzorcih z različnimi koncentracijami MA-IFX10F9 specifičnost zelo visoka, 
zaradi česar lahko sklepamo tudi na večjo uspešnost slednje analize pri zaznavi anti-IFX v 
vzorcih; 
 
- možna problematika nezaznavanja izotipa protiteles IgG4: pri bolnikih, ki so zdravljeni 
z IFX in ki razvijejo anti-IFX, so v serumu zelo pogosto prisotna anti-IFX izotipa IgG4, ki so 
prav tako pomemben vzrok imunogenosti zaradi zdravljenja z IFX, ker imajo visok 
nevtralizacijski potencial v organizmu; metoda bELISA, kot je naša uporabljena, pa tega 
izotipa ne zazna, zato je mogoče, da so serumi testiranih kliničnih vzorcev vsebovali ADA 
tipa IgG4, vendar jih s to metodo nismo mogli zaznati (36). 
 
Dobljeni rezultati so spodbudni glede na to, da si želimo pri zdravljenju KVČB v prihodnosti 
predvsem pospešiti proces zgodnjega prepoznavanja neuspešnosti zdravljenja. Ker smo uspeli 
pokazati, da bi lahko visoke koncentracije anti-IFX dokazovali pri tistih bolnikih, ki imajo 
tudi do 5 μg/mL IFX, sem mnenja, da bi se omenjeno optimizirano metodo lahko uvedlo v 
rutino kot dodatek k TDM za kronično bolne bolnike, zdravljene z IFX. 
 
Obenem pa menim, da je originalna metoda zaradi uporabljenega konjugata biotin-
streptavidin - za razliko od našega  uporabljenega IFX-HRP - bolj občutljiva od naše in glede 
na to, da so vsi drugi naši uporabljeni reagenti in postopki identični originalni metodi, bi 
morali analizo ponoviti z biotinom (vezanim na IFX) ter streptavidinom (vezanim na HRP) na 
isti kohorti bolnikov ter primerjati dobljene rezultate. Z uporabo konjugata biotin-streptavidin 
bi izboljšali občutljivost metode, ki se je pri naši izvedbi izkazala za pomanjkljivo in če bi ob 
ponovitvi analize pri enakem protokolu dobili pozitiven rezultat, bi bilo smiselno z njegovo 
uporabo nadaljevati. Poleg tega bi lahko z istim protokolom preizkusili še različne, manjše 
redčitve vzorcev - ker je meja zaznavnosti pri preizkušeni metodi previsoka -, še bolj 
optimizirali prenos vzorcev na sveže plošče, da ne bi prišlo do izgub protiteles, itd.  
 
Ena od pomembnih modifikacij, ki bi jih bilo vredno preizkusiti, je tudi longitudinalno 
spremljanje vzorcev bolnikov v različnih časovnih točkah; naša metoda je vsebovala izvajanje 
analize le v eni časovni točki, pri enem odvzemu za vsakega posameznika. Pomembno bi bilo 
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na izbranih bolnikih izvesti analize v večih časovnih točkah, torej da bi se jim odvzelo vzorce 
seruma v večih intervalih - na različnih stopnjah zdravljenja. V tem primeru bi v vsaki izbrani 
časovni točki na odvzetih vzorcih izvedli tako klasično anti-IFX bELISA kot anti-IFX 
bELISA z ločbo, in primerjali dobljene rezultate - če bi pri katerem odvzemu zaznali anti-IFX 
prej z našo metodo z ločbo kot s klasično bELISA, bi to pomenilo, da je bolj učinkovita ter 
uporabnejša.  
 
Če bi preizkušene modifikacije metode – predvsem uvedba novega konjugata ter 
longitudinalno spremljanje koncentracije anti-IFX v izbranih vzorcih – pokazale pozitivne 
rezultate oz. učinkovitost, bi to pomenilo, da ima dokončno optimizirana metoda bELISA s 
predhodno kislinsko ločbo potencial za uvedbo v klinično prakso pri zdravljenju bolnikov s 
KVČB, saj bi bilo rutinsko določanje anti-IFX izjemno koristno za spremljanje uspešnosti 
zdravljenja pri bolnikih s KVČB in čimprejšnje, še zgodnejše ukrepanje ob 
neodzivnosti/slabši odzivnosti bolnika na zdravilo. Ob pravilnem in uspešnem zdravljenju bi 







Glede na v uvodnem delu postavljeno hipotezo in izražene cilje raziskovalnega dela 
magistrske naloge smo z dobljenimi rezultati lahko povzeli naslednje:  
 
✓ Iz različnih koncentracij zdravila IFX Remsima™ in monoklonskih protiteles anti-IFX 
MA-IFX10F9 nam je uspelo narediti vzorce s prisotnimi imunskimi kompleksi, ki so 
služili kot kontrolni material v naši deplecijski bELISA. 
✓ Iz različnih koncentracij zdravila Remsima™ in vzorcev seruma z znanimi 
pozitivnimi koncentracijami anti-IFX protiteles smo uspešno naredili vzorce s 
prisotnimi imunskimi kompleksi, ki so nam služili za kontrolni material v naši 
deplecijski bELISA.  
✓ V originalni metodi so uporabili le metodo 1 x 1 h deplecije na TNF-α ploščah, mi pa 
smo dodali še 3 druge vrste deplecije (1 x 3 h, 3 x 1 h, 2 x 1 h), da bi preverili 
optimalnost izbrane deplecije. Ob primerjavi vseh vrst deplecij, ki smo jih naredili, 
smo ugotovili razlike v uspešnosti med posameznimi deplecijami, ampak se je kljub 
temu 1 x 1 h inkubacija vzorcev na TNF-α plošči izkazala za najbolj optimalno izmed 
vseh, zato smo lahko potrdili ustreznost izbrane deplecije v originalni metodi (34). 
✓ V originalni metodi (34) so dokazali, da lahko pri koncentraciji IFX, ki je največ do 5x 
višja od anti-IFX v raztopini, še vedno zaznajo anti-IFX, mi pa smo z našo metodo 
pokazali, da lahko anti-IFX zaznamo tudi pri vzorcih z 20x razliko v koncentraciji 
med IFX in anti-IFX – pri vzorcu s 5 µg/mL IFX in 250 ng/mL anti-IFX MA-
IFX10F9 smo anti-IFX MA-IFX10F9 še lahko zaznali, in sicer 38 % prvotne 
koncentracije (preglednica VI). Na ta način smo pokazali, da bi lahko visoke 
koncentracije anti-IFX dokazovali pri tistih bolnikih, ki imajo tudi do 5 μg/mL IFX. 
✓ Z optimizirano deplecijsko anti-IFX bELISA s kislinsko ločbo pri testiranih kliničnih 
vzorcih bolnikov s KVČB z izmerjenimi pozitivnimi nivoji IFX do 5 µg/mL anti-IFX 
nismo zaznali; pozitivne vrednosti anti-IFX smo izmerili le pri tistih vzorcih, ki so 
imeli izmerjene vrednosti IFX pod 0,50 μg/mL in pri katerih so bila anti-IFX tudi že 
določena pri rutinskem določanju z analiznim kompletom. Razlogi za to bi lahko bili: 
prevelika redčitev vzorcev, previsoka meja zaznavnosti metode, izgub protiteles pri 
prenosih vzorcev, manjša občutljivost naše prilagojene metode v primerjavi z 
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